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 Résumé général 
 
 Le virus de l’Herpès simplex de type 1 (HSV-1) est le pathogène humain 
responsable des lésions herpétiques labiales, plus communément appelé « feux 
sauvages ». Annuellement, il est responsable de plusieurs cas d’encéphalites et 
d’infections de l’appareil visuel qui sont la principale cause de cécité en Amérique 
du Nord. Bien qu’il existe quelques traitements antiviraux, aucun vaccin ou 
médicament ne permet de prévenir ou de guérir les infections causées par ce virus. 
Aujourd’hui, les infections produites par l’HSV-1 sont présentes partout sur la 
planète. 
Récemment, une étude en protéomique effectuée sur les virus matures 
extracellulaires a permis d’identifier la présence d’ubiquitines libres et d’enzymes 
reliées à la machinerie d’ubiquitination dans le virus. De plus, le virus exploite cette 
machinerie au cours de l’infection. Il est connu que certaines protéines virales sont 
ubiquitinées durant une infection et que le virus imite même certaines enzymes 
d’ubiquitination. 
Nous avons donc entrepris des recherches afin d’identifier des protéines 
virales ubiquitinées qui pourraient être présentes dans les virus matures ainsi que 
leurs rôles potentiels. La protéine majeure de la capside, VP5, un constituant très 
important du virus, a été identifiée. Nos recherches nous ont permis de caractériser le 
type d’ubiquitination, une monoubiquitination sur les lysines K810 et/ou K1275 de 
VP5. Le rôle que pourrait jouer l’ubiquitination de VP5 dans le cycle de réplication 
virale et dans les virus matures n’est toutefois pas encore connu. 
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General abstract 
 
 Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is the human pathogen responsible for 
herpetic lesion such as cold sores. On a yearly basis, it is responsible for many cases 
of encephalitis and infections of the eye that are the most common cause of blindness 
in North America. Antiviral treatments exist, but no vaccines or drugs are able to 
prevent or cure the diseases caused by this virus. Today, infections caused by HSV-1 
are present all around the world. 
 Recently a proteomics approach was used to study mature extracellular 
viruses. This study highlighted the presence in the virus of free ubiquitin and 
ubiquitin related enzymes. Furthermore, the virus exploits this machinery during the 
course of infection. Also, it is known that certain virally encoded proteins are 
ubiquitinated and that the virus mimics some ubiquitin related enzymes.  
 Our researches focused on identifying ubiquitinated viral proteins that could 
be present in mature extracellular viruses and their potential roles. The major capsid 
protein, VP5, an important virus component, was identified. We characterised the 
type of ubiquitination, a monoubiquitination of lysine K810 and/or K1275 of VP5. 
The role that could play the ubiquitination of VP5 in the viral cell cycle and in 
mature virions has yet to be identified.  
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 1 Introduction 
 
1.1 La famille Herpesviridae 
 
La famille des Herpèsvirus est une grande famille de virus qui compte à ce 
jour plus de 200 espèces infectant une grande variété d’organismes, des mollusques 
jusqu’à l’humain. Ce grand nombre d’espèces et cette grande diversité d’hôtes 
s’explique par les critères utilisés pour inclure un virus dans cette Famille. Ces 
critères sont strictement axés sur l’architecture des virus et, ni la pathologie causée 
par le virus ni la spécificité d’hôte ne sont considérées lors de cette classification. La 
séquence nucléotidique est également absente puisque les techniques de séquençage 
à grande échelle n’étaient pas disponibles à l’époque de l’élaboration de cette 
classification (16, 32, 74). Les quatre principaux critères sont les suivants : i) 
posséder un cœur d’ADN composé d’ADN double brin (db) linéaire, ii) avoir une 
capside icosahédrale d’approximativement 125 nm de diamètre, iii) détenir une couche 
protéique ayant une apparence amorphe, iv) et finalement posséder une enveloppe 
bilipidique (Figure 1) (32).  
 
 
 
Figure 1. Photo du virus de l’Herpès simplex prise en microscopie électronique 
  (Coloration négative). (http://pathmicro.med.sc.edu/virol/herpes.htm) 
 
Bien qu’il existe aujourd’hui d’autres critères pouvant être utilisés pour 
classifier davantage ces virus, par exemple, la composition de leur génome, leurs 
caractéristiques biologiques et épidémiologiques, trois sous-familles ont été créées 
sur la base du type d’infection causée par ceux-ci (32). D’abord, les 
Nucléocapside 
(ADNdb linéaire) 
Couche 
tégumentaire 
Enveloppe 
bilipidique 
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alphaherpesvirinae peuvent infecter un nombre variable d’hôtes, ils possèdent un 
cycle de reproduction rapide, détruisent efficacement les cellules infectées et 
présentent la capacité d’établir une infection latente principalement, mais non 
exclusivement, dans les ganglions sensoriels (HSV-1/2, VZV, GaHV-1/2, etc.) (32, 
101). 
Les betaherpesvirinae possèdent généralement un nombre restreint d’hôtes et 
un cycle de reproduction lent. La progression de l’infection est longue en culture et 
les cellules infectées deviennent fréquemment hypertrophiées (cytomegalia). Ces 
virus présentent également la capacité d’établir une infection latente, spécifiquement 
au niveau des glandes sécrétoires, des cellules lymphoréticulaires, du foie et d’autres 
tissus (HCMV, MCMV, HHV-6, etc.) (32, 101). 
Les gammaherpesvirinae infectent exclusivement des hôtes appartenant au 
même Ordre ou à la même Famille phylogénétique. En culture in vitro, la totalité des 
membres de cette sous-famille a la capacité de se répliquer dans des cellules 
lymphoblastiques alors que seulement quelques-uns peuvent causer des infections 
lytiques chez certains types de cellules épithélioïdes et fibroblastiques. Les virus de 
ce groupe infectent généralement et spécifiquement des lymphocytes T et/ou B. Les 
infections latentes se produisent habituellement au niveau des tissus lymphoïdes 
(EBV, HHV-8, etc.) (32, 101). 
 Les pathogènes compris dans ces trois grandes sous-familles possèdent une 
grande diversité d’hôtes et causent de multiples infections. En ce qui concerne plus 
particulièrement l’humain, des membres de chacune d’entre elles sont associés à de 
nombreuses maladies. Les virus affectant l’humain ainsi que leurs principales 
pathologies associées sont illustrés dans le tableau 1. Bien que les principes de 
classification des différents virus au sein de la Famille ou des sous-familles 
mentionnées plus-haut soient toujours en vigueur, des techniques de classification 
plus précises sont utilisées. Par exemple, la classification des espèces, HSV-1 et 
HSV-2, n’est possible et apparente que lorsque les séquences génomiques et leurs 
sous-produits sont comparés entre eux.  
3 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1 Sous-familles d’herpèsvirus humains et les principales pathologies 
associées. 
Famille Nom commun Nom officiel Principales pathologies 
associées 
Alphaherpesvirinae 
 Herpès simplex 1 Herpèsvirus humain 1 Lésions faciales labiales et 
oculaires, encéphalites 
 Herpès simplex 2 Herpèsvirus humain 2 Lésions génitales et anales 
 Varicella-zoster Herpèsvirus humain 3 Varicelle et zona 
Betaherpesvirinae 
 Cytomégalovirus Herpèsvirus humain 5 Anomalies congénitales, 
rejet de greffes 
 Herpèsvirus humain 6 
(type A et B) 
Herpèsvirus humain 6 
(type A et B) 
Roséole, rejet de greffes, 
encéphalites 
 Herpèsvirus humain 7 Herpèsvirus humain 7 Rejet de greffes 
Gammaherpesvirinae 
 Epstein-Barr Herpèsvirus humain 4 Mononucléose infectieuse, 
lymphome de Burkitt, 
carcinome nasopharyngien 
 Virus associé au 
sarcome de Kaposi 
Herpèsvirus humain 8 Sarcome de Kaposi, 
maladie de Castleman, 
multicentrique, lymphome 
à effusion primaire 
Références : http://pathmicro.med.sc.edu/virol/herpes.htm et (32) 
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1.2 Virus herpès simplex de type 1 
 
1.2.1 Pathologies associées et prévalence chez l’humain 
 
 L’HSV-1 est l’agent étiologique responsable des lésions herpétiques labiales, 
ou plus communément appelées « feux sauvages ». Bien que cette maladie cutanée 
lui soit généralement associée, ce virus est responsable de plusieurs autres maladies 
dont la sévérité varie grandement, allant d’une infection asymptomatique à une 
infection pouvant causer la mort. L’HSV-1 est ainsi responsable de cas de dermatites 
de toutes sortes, d’herpès génital, d’infections affectant l’appareil visuel, 
d’encéphalite, etc. (30-32, 87). 
 La prévalence chez l’humain varie énormément d’une maladie à l’autre, selon 
l’âge, l’état de santé de l’individu et ses pratiques sociales. L’humain est le réservoir 
principal de ce virus qui se transmet via un contact direct avec l’agent pathogène. 
Selon des études cliniques de séropositivité, il existe une corrélation directe entre la 
séroprévalence de l’HSV-1 et l’âge des personnes séropositives, passant de 20 % 
chez les enfants de moins de 5 ans à 90 % chez les individus âgés de près de 75 ans 
(Figure 2) (32).  
 
 
 
Figure 2. Séroprévalence de l’Herpès simplex de type 1 par tranche d’âge. 
Pourcentage de séroprévalence par rapport aux groupes d’âge des individus. 
Reproduction des résultats obtenus dans ((32) p.2553) 
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 Bien qu’une grande proportion des individus infectés ne développe pas de 
symptômes, environ 40 % de cette population subit des épisodes de récurrence. 
Plusieurs facteurs influencent la réactivation des virus en latence (les divers facteurs 
seront abordés plus en détail à la section 1.2.2). Selon les individus, cette réactivation 
peut survenir à une fréquence se chiffrant en terme de mois ou d’années (32). 
 La gravité des pathologies causées par l’HSV-1 peut engendrer un impact 
considérable dans la vie des personnes atteintes. Aux États-Unis, l’incidence de 
kératoconjonctivites causées par l’HSV-1 est estimée à environ 300 000 cas par an et 
il s’agirait de la première cause de cécité en Amérique de Nord (32). De plus, une 
centaine de cas d’encéphalite pouvant causer un tort irréparable au système nerveux 
central sont aussi répertoriés annuellement. Il existe bien sûr d’autres maladies moins 
sévères, mais qui sont susceptibles d’avoir un impact majeur sur la qualité de vie des 
patients, par exemple, 10 % des cas d’herpès génitale seraient causés par l’HSV-1 
(32).  
 Plusieurs agents antiviraux ont été développés au cours des dernières années. 
Cependant, aucun d’entre eux n’a permis d’éradiquer le virus. Parmi les agents 
antiviraux disponibles sur le marché, notons, entre autres, l’Acyclovir, le Penciclovir, 
le Ganciclovir et le Cidofovir, qui sont tous des analogues nucléosidiques, ainsi que 
le Foscarnet qui est un analogue de pyrophosphate. Comme pour plusieurs 
traitements antiviraux ciblant d’autres virus, l’HSV-1 peut développer une résistance 
à ces agents. De plus, puisque ces derniers ne ciblent que les virus en réplication, ils 
n’affectent pas les virus sous forme latente. Ceci explique qu’aucun des agents 
antiviraux disponibles sur le marché ne permet de guérir un individu infecté (32). 
 Il est donc d’une grande importance de parfaire nos connaissances sur 
l’HSV-1 à l’aide de la recherche fondamentale. Ceci pourrait permettre 
l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques menant au développement de 
nouveaux remèdes ou même à la création d’un vaccin. 
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1.2.2 Tropisme, latence et persistance 
 
 L’HSV-1 peut avoir un cycle d’infection lytique dans des cellules épithéliales 
et un cycle latent dans des neurones sensoriels (Knipe 2008). L’établissement d’une 
infection par l’HSV-1 débute dans un tissu épithélial qui représente le site d’une 
infection primaire. À la suite de la production et de la dispersion, de cellules à 
cellules, de nouvelles particules virales, celles-ci parviendront à infecter des 
neurones sensoriels en fusionnant avec leurs extrémités axonales (les détails du cycle 
d’infection sont présentés à la section 1.2.5). Les capsides nues, c’est-à-dire sans 
enveloppe bilipidique, seront transportées au noyau présent dans le corps cellulaire 
des neurones via un transport axonal rétrograde pour y injecter leur ADN (32, 121). 
L’ADN viral persistera dans les noyaux sous forme d’épisome associé en 
nucléosomes (59). L’expression de gènes lytiques est réprimée, mais les latency-
associated transcript (LAT), seront exprimés. Aucun virus en réplication ne peut être 
détecté dans les ganglions sensoriels durant une infection latente mais, dans une 
fraction de neurones contenant des virus latents, il peut se produire une réactivation 
périodique de l’HSV-1. Dans ces rares neurones, le virus sera transporté le long des 
axones dans un transport axonal antérograde, ce qui permettra au virus d’atteindre les 
tissus épithéliaux qui sont habituellement situés au site de l’infection primaire 
(Figures 3 et 4) (32, 59). 
Le maintien de la latence de l’HSV-1 dans les neurones sensoriels est 
dépendant en grande partie des LAT. LAT est un précurseur de cinq miARN 
distincts qui possèdent des fonctions de répression des produits de différents gènes 
viraux. Il a été démontré que ces miARN régulent négativement la présence de deux 
activateurs transcriptionnels, ICP0 et ICP4, nécessaires lors de l’initiation d’une 
infection productive. La régulation négative de ces deux produits viraux inhibera 
ainsi le début de la transcription des gènes viraux, la réplication de l’ADN viral et 
par le fait même la production de nouvelles particules virales (91, 114, 116). 
 Chez l’humain, les virus latents dans les neurones sensoriels peuvent être 
réactivés à la suite d’un stimulus localisé comme par exemple une blessure au site de 
l’infection primaire. Cette réactivation peut également survenir à la suite de 
différents stimuli systémiques tels un stress émotionnel ou physique, une exposition 
aux rayons UV, un changement hormonal, de la fatigue, etc. Si une réactivation du 
virus a lieu, des symptômes risquent de réapparaître (32, 59, 61, 103). 
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 La capacité de l’HSV-1 à produire des infections lytiques et latentes lui 
permet d’être conservé chez un individu durant toute une vie. Cela augmente 
grandement les possibilités de transmission du virus à un individu non infecté et 
explique pourquoi une si grande proportion de la population mondiale en est atteinte 
(32, 59). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Exemple d’un site d’infection et de latence de l’HSV-1 chez l’humain. 
Dans ce cas, le site d’infection primaire où se produit une infection productive a lieu 
au niveau de la lèvre. Le schéma indique le lien existant entre la lèvre et les 
ganglions sensoriels; l’endroit où la latence ainsi que la réactivation du virus aura 
lieu. (http://pathmicro.med.sc.edu/virol/herpes.htm) 
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Figure 4. Schéma illustrant en A) l’infection d’une cellule épithéliale ainsi que le 
transport rétrograde dans un neurone, et en B) la réactivation d’un virus latent dans 
un neurone suivie de son transport antérograde ainsi que l’infection de nouvelles 
cellules épithéliales. Illustration modifiée et provenant de (59). 
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1.2.3 Architecture et composition du virus 
 
Tel que précisé plus haut, les virions de l’HSV-1 sont composés de quatre 
éléments : un cœur  contenant l’ADN viral (double brin et linéaire), une capside 
icosahédrale qui encercle le cœur d’ADN, une couche protéique amorphe qui entoure 
la capside, appelée le tégument, et une enveloppe externe bilipidique qui expose à sa 
surface des glycoprotéines virales (Figure 5). Les virions matures ont une taille 
d’environ 250 nm et sont formés d’une quarantaine de protéines virales en plus d’un 
nombre non négligeable de protéines cellulaires dont la composition a été peu 
caractérisée (32, 68). 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Illustration d’une particule mature de l’HSV-1. Bleu pâle : la capside virale 
contenant l’ADN double brin linéaire ; Orange : la couche tégumentaire ; Bleu 
foncé : l’enveloppe bilipidique ; Jaune : les glycoprotéines de surface. 
(http://www.biochem.mpg.de/gruenewald/research/Fig_HSV_280.jpg) 
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1.2.4 Génome 
 
1.2.4.1 Composition et organisation de l’ADN viral 
 
 Le génome de l’HSV-1 est composé d’un ADN double brin d’environ 
152 mille paires de bases. Il possède plus de 80 cadres de lecture ouverts et code 
pour plus de 80 protéines différentes. Deux segments d’ADN uniques sont présents 
dans le génome et sont désignés « unique long » (UL ; unique long) et « unique 
court » (US ; unique short). Ces régions uniques sont flanquées de séquences 
répétitives a, b et c, appelées terminal or inverted repeats. Les séquences répétitives 
de la région unique longue sont désignées, ab et a’b’, et les régions répétitives de la 
région unique courte, a’c’ et ca. Le nombre de séquences répétitives a à la jonction 
UL-US et à la fin de la séquence UL est variable. Le génome de l’HSV-1 peut donc 
être illustré tel que présenté à la figure 6. Les séquences, longues et courtes, codent 
pour les protéines virales tandis que les séquences répétitives et/ou inversées codent 
pour un nombre limité de protéines virales, mais surtout permettent de circulariser 
l’ADN viral et participent à leur encapsidation (32, 64, 81, 123). 
 
 
Figure 6. Schématisation linéaire du génome de l’HSV-1 démontrant l’organisation 
des sections géniques, les trois sites d’origine de réplication de l’ADN viral ainsi que 
l’endroit approximatif des promoteurs de certains gènes viraux. TR : terminal 
repeats ; IR : inverted repeats ; ori : origine de réplication. (64) 
 
1.2.4.2 Transcription de l’ADN viral (cascade d’expressions géniques) 
 
Lors d’une infection productive, une multitude de protéines virales sont 
exprimées séquentiellement. Ces protéines proviennent de trois catégories de gènes 
exprimés sous forme d’une cascade d’expressions géniques (32, 47, 64, 123). 
L’expression des différents groupes de gènes nécessite d’abord l’expression des 
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gènes α, immediate-early genes, suivie des gènes β, early genes, et finalement des 
gènes γ, late genes, où l’expression des gènes β et γ dépend de l’expression des 
produits des groupes de gènes qui les précèdent (Figure 7). Les gènes γ de l’HSV-1 
peuvent être subdivisés en deux sous-groupes : les γ1 appelés leaky-late et les γ2 pour 
true-late. L’expression des gènes γ2 nécessite le produit des gènes α et β ainsi qu’une 
réplication active de l’ADN viral tandis que les gènes γ1 sont exprimés à de faibles 
taux avant la réplication de l’ADN viral (32, 102). 
 
 
 
Figure 7. Activation de la transcription des gènes viraux. Une protéine structurelle 
produite tard dans l’infection (VP16) va induire les gènes α. L’expression 
subséquente des gènes β et γ est provoquée par ICP0 et ICP4. L’expression optimale 
des gènes γ1 et γ2 requiert une synthèse active de l’ADN viral ainsi que ICP22 et 
ICP27 (102). 
 
La transcription du génome de l’HSV-1 est entamée à l’aide de l’ARN 
polymérase II et de la protéine virale VP16, deux acteurs primordiaux qui sont 
respectivement des facteurs de transcription cellulaires et viraux. VP16, qui est 
relâchée dans la cellule à la suite de l’entré du virus, interagit avec une protéine 
cellulaire, HCF. Le complexe ainsi formé est dirigé au noyau où il se lie avec Oct-1 
et l’ARN polymérase II. La formation de ce complexe protéique permet le 
recrutement de facteurs de transcription et de leurs protéines accessoires pour ainsi 
permettre de lier les promoteurs viraux des gènes α. Il y a, entre autres, le 
recrutement de facteurs de transcription tels que TFIIB, TFIIH, TBP, Sp1 et HAT. 
En plus de son rôle de transactivateur, VP16 réduit le nombre d’histones H3 sur les 
promoteurs viraux pour ainsi rendre l’ADN viral accessible à la machinerie de 
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transcription. Les gènes α ou immediate early genes sont ainsi transcrits. Ils sont 
exprimés maximalement de deux à quatre heures suivant le début de l’infection. Ces 
gènes codent pour six protéines : ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 et Us1.5 qui sont 
des transactivateurs des groupes de gènes β et γ (32). Ainsi VP16 induit et stimule la 
transcription des gènes α de l’HSV-1 (32, 102, 123, 132). 
À la suite de la production des protéines α, la transcription du génome viral se 
poursuit. Plusieurs processus seront enclenchés afin de synchroniser le passage de 
l’expression des gènes α aux gènes γ. Par exemple, la protéine vhs, relâchée au 
moment de l’infection et qui possède un rôle d’endonucléase, participe au bon 
fonctionnement de la cascade d’expressions géniques. Son rôle a été démontré à 
l’aide de mutants vhs qui ont ralenti la progression de l’expression des gènes α à β et 
éventuellement des γ (32, 111). Aussi, ICP4, une protéine α nécessaire et essentielle 
à l’expression de tous les gènes post-α, va réguler négativement sa propre expression 
ainsi que celle d’ICP0 afin de réguler le taux d’expression des gènes α (32, 102). 
Cette répression est essentielle à une progression normale de la cascade 
d’expressions géniques. 
L’expression des gènes β se produit principalement quatre à huit heures 
suivant le début de l’infection. L’implication d’ICP0 et d’ICP4 est nécessaire à la 
transcription de ces gènes tandis qu’ICP27 agit en tant que stimulateur de la 
transcription. ICP22 et ICP27 joue un rôle majeur au niveau de l’expression des 
gènes γ qui se produit à la suite de l’expression des gènes β et de l’initiation de la 
réplication du génome viral. Les protéines encodées par les gènes β comprennent des 
protéines nécessaires à la réplication du génome viral : une polymérase ADN, une 
protéine de liaison à l’ADN simple brin, une hélicase-primase, une protéine de 
liaison à l’origine de réplication et un groupe d’enzymes impliquées dans la 
réparation de l’ADN et dans le métabolisme de déoxynucléotides (32, 33, 55, 64, 89, 
102, 132). Le rôle de ces protéines sera discuté plus en détail dans la section traitant 
de la réplication de l’ADN viral. 
 Après environ sept heures d’infection, les gènes γ sont transcrits. Ces derniers 
codent principalement pour des protéines structurales qui possèdent plusieurs 
fonctions. Dans une cellule infectée, il en existe environ une soixantaine. Elles jouent 
des rôles dans tout le cycle viral incluant l’entrée (gB, gC, gD, gH, gL), le transport 
(UL36, VP26, etc.), la réplication et l’assemblage (VP5, VP16, VP19C, VP26, UL6, 
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UL26, US11, etc.), la sortie (UL31, UL34, US3, gK, gN, gM, etc.), etc. (32). Le rôle de 
certaines d’entre elles sera abordé dans les sections ultérieures. 
 
1.2.4.3 Réplication de l’ADN viral 
 
 Le groupe de protéines transcrit par les gènes β est responsable de la 
réplication de l’ADN viral. Sept de ces protéines sont nécessaires et suffisantes pour 
permettre la réplication de l’ADN : UL5, UL8, UL9, UL29 (ICP8), UL30, UL42 et 
UL52 (73, 131). Le complexe de l’ADN polymérase est formé d’UL30 et d’UL42. 
UL30 possède l’activité polymérase tandis que son partenaire, UL42, possède une 
capacité de liaison à l’ADN double brin. UL9 est une protéine de liaison à l’origine 
de réplication. La protéine ICP8 possède une capacité de liaison à l’ADN simple brin 
et le complexe ADN hélicase-primase est constitué de trois protéines, UL5, UL8 et 
UL52 (73, 131). D’autres enzymes virales non essentielles à la réplication de l’ADN 
viral (UL12, thymidine kinase, etc.) et certaines enzymes cellulaires (ADN 
polymérase α-primase, la topoisomérase II, etc.) peuvent aussi être impliquées (32, 
64). 
 Environ trente minutes à une heure après le début de l’infection, l’ADN viral 
est injecté dans le noyau via les pores nucléaires. L’ADN doit être circularisé, ce qui 
constitue un prérequis pour que puisse avoir lieu la réplication (32, 64). Cette 
dernière débute aux origines de réplication, oriS et/ou oriL, avec un mécanisme de 
réplication theta (ө) qui est suivi d’un mode de réplication rolling circle ; le mode de 
réplication prédominant. La synthèse de nouvelles molécules d’ADN forme un 
concatémère constitué de plusieurs unités de génomes viraux associés les uns aux 
autres via un nombre variable de séquences répétitives a (Figure 8) (32, 64). 
 Le génome de l’HSV-1 possède trois origines de réplication. Une copie de 
oriL qui est située entre les gènes UL29 et UL30, et deux copies de oriS qui sont 
situées dans les séquences c. Une région riche en AT est située au centre de chacune 
des origines de réplication et elle est flanquée de séquences inversées permettant la 
liaison de la protéine virale UL9. Les deux copies oriS ne sont pas essentielles et le 
possible avantage conféré par la possession de trois origines de réplication dans le 
génome viral n’est pas connu (Figure 6) (32, 64). 
 L’initiation de la réplication de l’ADN viral se produit à l’aide d’UL9 qui se 
lie sous forme d’homodimère à des séquences spécifiques flanquant les sites riches 
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en AT et présentes dans les origines de réplication. UL9 possède une activité hélicase 
et sa liaison à l’ADN permet le recrutement d’ICP8. Ensemble, elles provoqueront 
l’ouverture des brins d’ADN pour ainsi permettre l’entrée du reste de la machinerie 
de réplication : le primosome et l’ADN polymérase. Le complexe ADN hélicase-
primase, aussi appelé primosome, est formé de UL5 et UL52 qui possèdent à elles 
seules des activités ATPase ADN dépendante, hélicase et primase. À ce complexe se 
rajoute la protéine UL8 qui stimule son activité pour ainsi en augmenter l’efficacité. 
Finalement, l’ADN polymérase, formée d’un hétérodimère d’UL30 et d’UL42, est 
recruté pour initier la synthèse des nouveaux brins d’ADN viraux. Le complexe 
UL30 et UL42, en plus de son activité ADN polymérase, possède des activités 
exonucléases 3’ → 5’et RNase H lui permettant de compléter son travail 
correctement. Ce processus de réplication génère un concatémère qui, pendant 
l’encapsidation, sera clivé à des sites a particuliers pour ensuite générer des génomes 
viraux entiers et de taille normale (32, 64). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Modèle de réplication de l’ADN viral de l’HSV-1. L’ADN virale qui est 
transcrite activement va permettre le recrutement de différents facteurs de réplication 
du génome viral. La réplication débute par un mode de réplication theta qui est suivi 
d’un mode de réplication rolling circle (64). 
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1.2.5 Cycle viral 
 
1.2.5.1 Adhésion et entrée 
 
L’HSV-1 utilise deux modes d’entrée afin de pénétrer à l’intérieur d’une 
cellule et de l’infecter. Le mode d’entrée utilisé par le virus dépend du type 
cellulaire. Dans les neurones et les cellules Vero, le virus pénètre par fusion directe 
de la membrane virale avec la membrane plasmique des cellules alors que dans les 
kératinocytes et les cellules Hela, l’entrée se fait principalement par endocytose. 
Dans les deux cas le résultat est identique ; des capsides virales nues, c’est-à-dire 
sans enveloppe, sont relâchées dans le cytosol (72, 86, 110).  
 L’adhésion de l’HSV-1 à une cellule est effectuée à l’aide des glycoprotéines 
de surface virales gC et gB qui se lient à des sulphates d’héparan présents à la 
surface de la cellule. La glycoprotéine D (gD) interagit ensuite avec des récepteurs 
spécifiques, ce qui est suivi de la fusion de l’enveloppe du virus avec la membrane 
plasmique. La glycoprotéine D peut se lier à au moins trois récepteurs à la surface de 
la cellule, les nectines, l’herpes virus entry mediator (HVEM) et les 3-OS sulfates 
d’héparan. L’ectodomaine de gD contient deux domaines importants durant l’entrée ; 
le domaine de liaison avec les récepteurs de surface et un domaine de fusion. À la 
suite de la liaison du premier domaine aux récepteurs cellulaires, un changement de 
conformation dans gD est provoqué. Ceci permet d’exposer le deuxième domaine, le 
domaine de fusion (profusion domain). Le changement de conformation de gD 
permet ainsi l’interaction avec un triplet de glycoprotéines virales gB, gH/gL (Figure 
9) (32, 43, 98). 
Il a été démontré que le complexe de glycoprotéines gD, gB et gH/gL est 
nécessaire et suffisant pour provoquer la fusion des deux membranes adjacentes, 
c’est-à-dire la fusion de la membrane virale avec la membrane plasmique de la 
cellule. La fusion est provoquée par un peptide fusogénique et des heptad repeats 
présents sur gH. Le changement de conformation induit précédemment dans gD et 
l’activation par gB de la propriété fusogénique de gH vont induire le processus de 
fusion membranaire. Le rôle de gL dans cette mécanique de fusion serait aussi 
d’aider gH dans ses fonctions. Ainsi, cette interaction complexe entre les 
glycoprotéines virales et les récepteurs de surface cellulaires permet au virus de 
pénétrer dans la cellule (32, 43, 98). 
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Figure 9. Récepteurs de surface cellulaire et ligands viraux qui participent à l’entrée 
de l’HSV-1 dans la cellule. Les glycoprotéines C et B à la surface du virus 
permettent l’adhésion à une cellule via ces récepteurs de surface, les sulfates 
d’héparan. La fusion du virus avec la membrane plasmique se produit à l’aide des 
glycoprotéines virale D, H et L qui interagissent avec les protéines de surface de la 
cellule, les HVEM et les nectines (109). 
 
Le mode d’entrée par endocytose, tout comme le mode d’entrée via la 
membrane plasmique, implique des récepteurs membranaires cellulaires et des 
glycoprotéines virales. Le virus contenu dans un endosome doit fusionner avec la 
membrane endocytaire. Cette fusion est médiée par les mêmes glycoprotéines virales 
(gC, gD, gB et gH/gL) et les mêmes récepteurs cellulaires que ceux présentés dans le 
mode d’entrée par fusion. Mais, puisque la composition des endosomes est variable, 
différentes combinaisons de récepteurs cellulaires pourraient être impliquées. Une 
différence marquée et qui distingue le mode d’entrée par endocytose est le rôle du 
pH et de la phosphorylation de tyrosines cellulaires (43, 72, 86, 110). 
À la suite de la fusion du virus avec la cellule, la majeure partie du tégument 
reste accrochée à la membrane plasmique. Dans le but de se procurer un moyen de 
transport, la capside, maintenant présente dans le cytoplasme, exploite la machinerie 
de transport cellulaire (21, 72). Le transport des capsides jusqu’au noyau se fait sur 
les microtubules à l’aide de moteurs dynéines (108). Une protéine de la capside, 
VP26, interagit avec ces moteurs protéiques en se liant aux chaînes légères des 
dynéines, RP3 et Tctex1 (21). Cependant, il a été démontré récemment qu’un mutant 
dépourvu de VP26 peut tout de même s’associer et engendrer le transport 
intracellulaire. Ceci indique que d’autres protéines de la capside ou du tégument 
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participent au lien établi avec les moteurs protéiques. Il a été suggéré que la protéine 
majeure du tégument, UL36; qu’une des protéines mineures de la capside, UL25, ainsi 
que US3, une kinase virale, pourraient être impliquées. Toutefois, ces protéines 
jouent probablement un rôle complémentaire à celui de VP26 (21). 
Le transport des capsides nues le long des microtubules leur permet 
d’atteindre les pores nucléaires qu’elles utilisent pour injecter leur ADN dans le 
nucléoplasme. L’étude d’un mutant thermosensible tsB7, à une température non 
permissive, a permis d’observer que les capsides s’accumulaient sur les pores 
nucléaires et que leur ADN n’était pas relâché dans le noyau ; elles n’étaient donc 
pas désassemblées pour libérer leur ADN dans la cellule (5). Le mécanisme 
d’amarrage et d’injection de l’ADN n’est pas totalement compris, mais certains des 
facteurs cellulaires et viraux impliqués dans ce processus sont connus. Le modèle le 
plus récent suggère que suite à l’attachement de la capside au pore nucléaire, UL36, 
la plus grosse protéine du tégument, subit un clivage protéolytique qui libère un 
fragment de 55 kDa de son extrémité N-terminale. Ce clivage induit un changement 
de conformation de la capside, ce qui permet la relâche de l’ADN viral et son 
injection dans le noyau (52). Pour que cela puisse avoir lieu, la capside doit avoir une 
orientation particulière avec le pore nucléaire car l’ADN est relâché via un canal 
présent dans la capside, appelé le portal (14). À partir d’un essai in vitro 
reconstituant l’amarrage et l’injection de l’ADN dans le noyau, des facteurs 
cellulaires impliqués dans ce processus ont été mis en lumière. Les capsides sont 
capables de se lier à la surface des pores nucléaires et d’injecter leur ADN dans le 
noyau si l’on rajoute dans l’essai du cytosol et de l’énergie. Il a été démontré que les 
importines β solubles ainsi que les Ran étaient nécessaires et suffisantes pour 
permettre l’amarrage des capsides aux pores nucléaires (88). Une fois l’ADN viral 
présent dans le noyau, la transcription de l’ADN ainsi que la réplication virale 
débute. 
 
1.2.5.2 Assemblage des capsides 
 
À la suite de la réplication du génome, les nouvelles capsides de l’HSV-1 
s’assemblent dans le noyau des cellules infectées. Plusieurs méthodes en laboratoire 
ont permis de distinguer quatre différentes sortes de capsides pouvant être retrouvées 
dans le noyau au cours d’une infection. Trois d’entre elles sont considérées des 
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intermédiaires dans la maturation des nouvelles capsides (les procapsides, les 
capsides B et les capsides C) et une quatrième forme représente les capsides 
aberrantes (les capsides A) (4, 32, 37, 82). 
 Les capsides possèdent une morphologie bien définie. Elles présentent une 
structure icosahédrale constituée de seize facettes protéiques composées de 
162 capsomères (12 pentons et 150 hexons formés de VP5) et de 320 structures 
supplémentaires qui se connectent aux pentons et hexons appelées les triplexes 
(formés d’un hétérotrimère de VP23 et VP19C). Les capsides nues ont une taille 
d’environ 125 nm de diamètre (4). 
Les protéines virales nécessaires à la formation de nouvelles capsides sont 
synthétisées dans le cytosol et doivent être acheminées au noyau. Par exemple, VP5, 
la protéine majeure de la capside, nécessite l’association avec des protéines 
chaperonnes, préVP22a et/ou VP19C, pour être importée au noyau (85, 100). Dans le 
but de promouvoir l’assemblage de nouvelles capsides, la protéine d’échafaudage 
préVP22a interagit avec différentes protéines virales dont la protéine majeure de la 
capside (VP5), la protéase virale (UL26), la protéine du portal (UL6) ainsi qu’avec 
elle-même. Il y aura donc une agrégation de ces complexes, la formation de 
capsomères, l’incorporation du portal et le recrutement des triplexes (Figure 10). 
Ainsi, les précurseurs des capsides matures, les procapsides, sont créés (4, 49, 83, 92, 
100). 
 La maturation des procapsides se fait via plusieurs étapes de protéolyse des 
protéines d’échafaudage et de la protéase virale. Le gène UL26 code pour deux 
protéines, la protéase virale PRA et la protéine d’échafaudage préVP22a; cette 
dernière étant encodée par une section de ce même gène, UL26.5 (47). Une des étapes 
définissant bien la maturation des capsides est l’angularisation des procapsides, c’est-
à-dire le passage d’une forme plutôt sphérique à une forme icosahédrale. Pour que le 
changement de conformation de la capside puisse avoir lieu, il y a autoprotéolyse de 
la protéase virale PRA en trois sections nommées VP24 (qui constitue la forme 
active de la protéase), VP21 et un peptide de 25 acides aminés. Ensuite, il y a clivage 
de la protéine d’échafaudage préVP22a qui génère VP22a et un peptide de 25 acides 
aminés. VP22a, VP21 et les résidus de 25 acides aminés seront relâchés au cours des 
étapes de maturation de la capside et de l’encapsidation de l’ADN viral (Figure 10) 
(4, 22, 67, 122). Cette étape de maturation des procapsides donne forme aux capsides 
B qui ne contiennent toujours pas d’ADN. 
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 Finalement, l’ADN viral doit être empaqueté dans les capsides néoformées. 
L’encapsidation nécessite plusieurs protéines virales qui incluent les produits des 
gènes UL6, UL12, UL15, UL17, UL25, UL28, UL32 et UL33. Puisque la réplication de 
l’ADN viral crée un concatémère d’ADN, celui-ci devra être clivé en monomère 
pour reconstituer une unité simple du génome viral. Ce clivage s’effectue à la suite 
de l’encapsidation complète d’une unité d’ADN viral. L’ADN est inséré dans la 
capside via le portal composé de douze molécules de UL6, et l’entrée se fait 
simultanément au déplacement et à la sortie hors de la capside des protéines 
d’échafaudage, VP21 et VP22a. Une fois une unité complète du génome insérée dans 
les capsides, le complexe appelé « terminase » (formé de UL15, UL28 et UL33) clive 
le concatémère d’ADN viral au site a terminal (Figure 6 et 10). Pour empêcher une 
sortie non contrôlée de l’ADN viral, UL25, qui agit comme un bouchon, est 
impliquée dans la rétention de l’ADN à l’intérieur de la capside (4, 32, 47, 64). Une 
fois l’empaquetage de l’ADN terminé, des capsides matures sont obtenues, soient les 
capsides C. 
 
 
 
 
Figure 10. Modèle d’assemblage des capsides et de l’encapsidation de l’ADN viral. 
Dans ce modèle, plusieurs protéines virales sont recrutées pour former la procapside. 
Cette capside subit ensuite des étapes de maturation qui permettent éventuellement à 
l’ADN viral d’être encapsidé (121). 
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1.2.5.3 Sortie du virus  
 
Les nouvelles capsides virales de l’HSV-1, formées dans le nucléoplasme, 
doivent franchir de nombreuses étapes avant d’être relâchées hors de la cellule en 
tant que virus matures infectieux. Le parcours exact que va emprunter le virus dans la 
cellule lors des dernières étapes d’assemblage, de maturation et de transport sont 
encore aujourd’hui matière à controverse. Le début du périple du virus hors du noyau 
lui permet d’atteindre l’espace périnucléaire, c’est-à-dire l’espace compris entre la 
membrane nucléaire interne et externe. Cette étape du cycle viral est généralement 
acceptée et donne lieu à des virus enveloppés présents dans cet espace (4, 76, 78, 
115). Pour que cela puisse se produire, le virus doit d’abord franchir la lamina 
nucléaire pour ensuite atteindre la membrane nucléaire interne où il bourgeonnera. 
Cela se produit grâce à la participation d’au moins trois protéines virales (UL31, 
UL34 et US3) et une protéine cellulaire (PKC) (57, 76, 80). Bien que des étapes du 
parcours soient unanimement acceptées, trois modèles tentant d’expliquer la sortie 
des virus du noyau puis leur transport jusqu’au Golgi et réseau trans-Golgien (TGN) 
existent (32, 77, 78). 
 Le modèle luminaire (Figure 11) propose que les virions enveloppés présents 
dans l’espace périnucléaire migrent jusqu’au Golgi et TGN à l’aide de vésicules de 
transport. Ces virus enveloppés sont relâchés hors de la cellule via la route de 
sécrétion normale de la cellule (24, 65, 112, 126, 128). Le problème avec ce modèle 
réside dans la composition des virus périnucléaires lorsque comparée à la 
composition des virus extracellulaires. Par exemple, les protéines UL31 et UL34 qui 
sont présentes dans les virus périnucléaires ne sont pas retrouvées dans les virus 
extracellulaires. Aussi, la composition lipidique des virions extracellulaires 
ressemble à la composition des membranes cytoplasmiques plutôt que nucléaires. 
Finalement, ce modèle ne fournit aucune réponse expliquant la présence de capsides 
nues dans le cytoplasme (68, 99, 118). 
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Figure 11. Modèle luminaire de la sortie de l’HSV-1 de la cellule. Dans ce modèle 
les capsides virales enveloppées présentes dans des vésicules de sécrétion sortent de 
la cellule en employant la voie de sécrétion de la cellule. (Modèle tiré du mémoire de 
Sophie Turcotte 2005) 
 
 Le modèle de ré-enveloppement (Figure 12) est le modèle ayant reçu le plus 
d’appuis. Dans ce modèle, les capsides enveloppées dans l’espace périnucléaire 
fusionnent avec la membrane nucléaire externe ce qui permet la relâche des capsides 
nues dans le cytoplasme. Les capsides migrent ensuite jusqu’au TGN dans lequel 
elles bourgeonnent pour ainsi obtenir leur enveloppe finale. Elles sont ensuite 
éjectées hors de la cellule à l’aide de vésicules de transport  (4, 115). Ce modèle 
constitue le modèle le plus complet et résout les problèmes de composition qui existe 
entre les virus périnucléaires et les virus extracellulaires ; mais il n’est pas non plus 
sans défaut. Les problèmes avec ce modèle sont d’ordre mécanique, c’est-à-dire que 
certains des mécanismes impliqués et possédant des rôles clés dans le transport des 
capsides virales ne sont pas suffisamment définis ou prouvés. Il a été démontré, à 
l’aide de mutants possédant des délétions pour les glycoprotéines B et H (gB et gH), 
que ces virus ne peuvent traverser la membrane nucléaire externe et ainsi 
s’accumulent dans l’espace périnucléaire. D’un autre côté, ces glycoprotéines sont 
nécessaires pendant l’entrée du virus dans la cellule et elles doivent s’associer à des 
récepteurs présents à la surface cellulaire. Deux problèmes surviennent : 
premièrement, il n’a pas été démontré que leurs récepteurs pouvaient se trouver au 
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niveau de la membrane nucléaire externe ou tout autre récepteur avec lequel elles 
pourraient interagir et deuxièmement, si gB ou gH sont individuellement manquants, 
aucune accumulation de virus dans l’espace périnucléaire n’est observée (28, 29, 32, 
39, 76, 106). Ce cas, parmi tant d’autres, démontre la nécessité de mieux comprendre 
les processus qui sont d’une extrême importance dans l’appui de ce modèle. 
 
 
 
Figure 12. Modèle de ré-enveloppement de la sortie de l’HSV-1 de la cellule. La 
sortie des capsides virales hors de la cellule se fait en plusieurs étapes. D’abord les 
capsides présentes dans le noyau bourgeonnent dans l’espace périnucléaire et 
acquièrent leur enveloppe primaire. Elles fusionnent ensuite avec la membrane 
nucléaire externe et sont éjectées dans le cytoplasme sous forme nue. L’étape de ré-
enveloppement se fait au TGN et les virus enveloppés sont sécrétés hors de la cellule 
à l’aide de vésicules de sécrétion. . (Modèle tiré du mémoire de Sophie Turcotte 
2005) 
 
 Le dernier modèle récemment proposé, le modèle de pores élargis (Figure 
13), ajoute au modèle luminaire une voie alternative, ou seconde voie de sortie des 
capsides virales du noyau. Dans ce modèle, les capsides non enveloppées dans le 
noyau peuvent en sortir en empruntant des pores nucléaires dilatés. Les capsides nues 
présentent dans le cytoplasme pourrait ensuite bourgeonner dans tous les 
compartiments de la cellule, ce qui inclut l’espace périnucléaire, le réticulum 
endoplasmide et le Golgi. Peu importe où les capsides bourgeonnent, elles seront 
ensuite sécrétées hors de la cellule par la voie de sécrétion classique (65, 127). Ce 
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modèle se base particulièrement sur des observations obtenues en microscopie 
électronique. Étant donné la grande taille des capsides (environ 100 MDa), le 
passage de celles-ci à travers des pores nucléaires dilatés ne peut s’effectuer de façon 
passive. Il y aurait une perte de l’intégrité nucléaire et donc de la rétention des 
protéines nucléaires ; ce qui n’est pas observé lors d’une infection. Des études 
concernant le déplacement de certaines protéines virales lors de l’infection 
confirment que l’intégrité nucléaire est conservée. Dans ce sens, les protéines ICP27 
et ICP0 se déplacent de façon coordonnée entre le nucléoplasme et le cytoplasme lors 
d’une infection; ce qui n’est pas le cas d’ICP8 qui est retenue au noyau. Cela ne 
supporte pas l’hypothèse de la sortie des capsides virales hors du noyau via des pores 
nucléaires élargies (6, 32, 75, 113, 119). 
 
 
 
Figure 13. Modèle de pores élargis de la sortie de l’HSV-1 de la cellule. Ce modèle 
présente une voie alternative de la sortie des capsides du noyau. Pour se rendre au 
cytoplasme les capsides peuvent sortir du noyau à l’aide de pores nucléaires élargis. 
Elles pourront ensuite bourgeonner dans les compartiments cytoplasmiques et être 
éjectées hors de la cellule par la voie de sécrétion classique. . (Modèle modifié et tiré 
du mémoire de Sophie Turcotte 2005) 
 
 En se basant principalement sur le modèle de ré-enveloppement, plusieurs 
données concernant les étapes franchies par le virus lors de sa sortie de la cellule ont 
été recueillies. La plupart de ces données ont été générées à l’aide d’expériences 
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utilisant des mutants de l’HSV-1, l’expression de protéines virales seules ou en 
combinaison dans des cellules ou encore dans des essais in vitro. Ainsi, il a été 
démontré que les protéines virales (US3, gB, gD, gH, gL, ICP34.5) sont impliquées 
dans la fusion des virus enveloppés et présents dans l’espace périnucléaire avec la 
membrane nucléaire externe, ce qui permet la relâche de capsides nues dans le 
cytoplasme (10, 28, 29, 32, 58, 76, 77). Dans ce modèle, les capsides nues utilisent 
les microtubules et des moteurs protéiques, les kinésines, afin de migrer jusqu’au 
TGN où elles subissent une seconde étape d’enveloppement, c’est-à-dire 
l’enveloppement secondaire. Ceci est effectué par des protéines tégumentaires 
présentes à la surface des capsides, à l’aide, entre autres, de UL36, UL37, US9 et 
US11. (20, 69, 77, 105, 107). Durant ces étapes dites de tégumentation, des protéines 
tégumentaires sont rajoutées aux capsides et participent, durant le transport, à leur 
maturation et à l’enveloppement final au TGN. Il est important de noter que la 
tégumentation des capsides débute à l’intérieur du noyau, mais qu’elle est beaucoup 
plus importante dans les étapes de maturation cytoplasmique. 
 Il a été clairement démontré que le site principal d’accumulation final du 
virus était le Golgi et/ou le TGN. À cet endroit, plusieurs glycoprotéines virales 
s’accumulent indépendamment des capsides (gB, gC, gD, gE, gH, gI, gK, gL, gM, 
gN) (76, 115, 128). Ces protéines, en concert avec les protéines tégumentaires de la 
capside (US3, UL11, UL13, UL16, UL20, UL21, UL36-37, UL46 à 49, UL51.) 
interagissent ensemble afin de permettre aux capsides de bourgeonner dans ces 
compartiments. En bourgeonnant, les capsides acquièrent des protéines du tégument 
et leur enveloppe finale possédant les glycoprotéines de surface. Ainsi, les virus 
terminent leur processus de maturation (34, 35, 68, 69, 76, 77, 130). 
 Le résultat de l’enveloppement final est un virus mature contenu dans une 
vésicule de sécrétion du TGN qui pourra migrer jusqu’à la surface cellulaire et 
fusionner avec la membrane plasmique pour éjecter les virus hors de la cellule. Les 
processus qui régissent ces étapes du cycle viral ne sont pas, encore aujourd’hui, bien 
caractérisés. L’implication de deux protéines virales a par contre été démontrée, il 
s’agit de la protéine UL20 et de la glycoprotéine K ainsi que d’une protéine cellulaire 
PKD ((2, 34, 36) et Rémillard-Labrosse et al., soumis). 
 
25 
1.3 Herpèsvirus et la machinerie d’ubiquitination 
 
1.3.1 L’ubiquitination 
 
 Le rôle de l’ubiquitination était auparavant particulièrement associé à la 
dégradation de protéines par le protéasome. Ainsi, la dégradation de protéines 
ubiquitinées permet à la cellule de se débarrasser des protéines mal-repliées ou 
désuètes (1, 38, 95, 96). Aujourd’hui, une multitude de fonctions sont associées à ce 
type de modification post-traductionnelle. Il est de plus en plus clair que 
l’ubiquitination est impliquée dans plusieurs processus fondamentaux tels que le 
contrôle du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, la transcription, le transport 
intracellulaire, l’endocytose, l’apoptose, le processing d’antigènes, etc.(19, 38, 48, 
50, 54, 62, 96, 124, 125). 
L’ubiquitine (Ub) est une protéine très conservée de 8.5 kDa (76 a.a.) qui lie 
de façon covalente une lysine de la protéine cible via une glycine située à son 
extrémité C-terminale (90, 125). L’ubiquitination se fait en trois étapes à l’aide d’une 
cascade enzymatique (Figure 14). L’ubiquitin-activating enzyme, appelée E1, 
interagit avec l’ubiquitine dans le but de la modifier et de l’activer dans un processus 
ATP-dépendant. Ensuite, la molécule d’ubiquitine pourra être transférée au 
partenaire de la E1, l’ubiquitin-conjugating enzyme, aussi appelée E2. Cette enzyme 
participe à l’ubiquitination spécifique des différentes protéines cibles en interagissant 
avec l’ubiquitin-protein ligase, ou E3. Il existe deux familles de E3 qui sont 
caractérisées par un domaine protéique conservé : les E3 possédant un domaine 
HECT et les autres possédant un domaine RING FINGER. Les E3 possédant un 
domaine HECT interagissent avec les E2-Ub (i.e. E2 possédant l’ubiquitine) et 
provoquent le transfert de l’ubiquitine sur elle-même. Ces mêmes E3 seront ensuite 
responsables du transfert de l’ubiquitine sur le substrat, c’est-à-dire la protéine cible, 
avec qui elles interagissent également. La seconde famille, les E3 possédant les 
domaines RING FINGER, interagit aussi avec les E2-Ub, mais dans ce cas, le 
transfert de l’ubiquitine sur le substrat est fait directement à partir de la E2-Ub (1, 
124). Ainsi, le produit de cette cascade enzymatique est une protéine ubiquitinée. 
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Figure 14. Cascade enzymatique de l’ubiquitination d’une protéine. Pour qu’une 
molécule d’ubiquitine puisse être ajoutée à une protéine, la E1 modifie et active 
l’ubiquitine par un processus ATP-dépendant. L’ubiquitine est ensuite passée à la E2 
qui interagit avec une E3. Si la E3 est une HECT ligase, l’ubiquitine est transférée à 
celle-ci puis sur le substrat. S’il s’agit d’une RING FINGER, la molécule 
d’ubiquitine est transférée directement de la E2 au substrat. (124) 
 
 Les processus régulant l’ubiquitination et le choix des protéines cibles sont 
excessivement régulés et spécifiques. Cela est possible grâce à une importante 
variété d’enzymes catalysant l’ubiquitination, c’est-à-dire les E1, E2 et E3 (44, 124). 
Il existe une seule E1 connue (plus particulièrement deux isoformes) mais de vingt à 
trente E2 et des centaines de E3. La spécificité est conférée à l’aide des milliers de 
combinaisons et/ou d’interactions possibles entre les protéines constituant la 
machinerie d’ubiquitination et leurs protéines cibles (38, 45, 46, 124). 
 Les types d’ubiquitination sont variés de même que leurs fonctions. Les plus 
communs sont la monoubiquitination et la polyubiquitination. La 
monoubiquitination, qui représente la modification la plus simple, implique l’ajout 
d’une seule molécule d’ubiquitine sur une lysine de la protéine cible. L’autre type de 
modification post-traductionnelle, la polyubiquitination, est la formation d’une 
chaîne d’ubiquitine à partir d’une molécule d’ubiquitine initiale présente sur une 
protéine. L’ubiquitine possède sept lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63) qui 
peuvent toutes, vraisemblablement, servir lors de la formation de ces chaînes. Ces 
lysines constituent donc des sites potentiels d’ubiquitination sur les molécules 
d’ubiquitine elles-mêmes. Qu’il s’agisse d’une monoubiquitination ou d’une 
polyubiquitination, les phénomènes auxquels elles mènent sont multiples. La 
monoubiquitination est impliquée dans plusieurs mécanismes cellulaires tels que 
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l’endocytose, le triage endocytaire, la régulation des histones, la transcription et la 
réparation de l’ADN, etc. (44, 46). Les processus dans lesquels la polyubiquitination 
est impliquée varient selon la position et/ou le type de liens qui unit entre elles les 
lysines des ubiquitines formant la chaîne. Les plus connues sont les chaînes formées 
à partir des lysines 48 (K48) et 63 (K63). Les chaînes formées à partir des lysines 48 
sont associées à la dégradation protéique via le protéasome et celles formées à partir 
des lysines 63 sont associées principalement à la réparation de l’ADN et au triage de 
protéines  (46). Il a aussi été démontré que l’ubiquitination peut se produire sur des 
cystéines au lieu des lysines et que la formation de chaînes mixtes composées de 
liens K48 et K63 est possible (12, 46, 56, 94). 
 Le contrôle de l’ubiquitination, en plus des processus mentionnés ci-haut, et 
le recyclage de molécules d’ubiquitine sous forme monomérique se font à l’aide 
d’enzymes de dé-ubiquitination, les dé-ubiquitinases (DUB). Ce sont des protéases 
ubiquitine-spécifiques qui peuvent enlever les molécules d’ubiquitine présentes sur 
une protéine en clivant une seule ubiquitine (monoubiquitination) ou en 
désassemblant les chaînes de poly-ubiquitine. Leur rôle principal est le recyclage de 
molécules d’ubiquitine sous une forme libre et réutilisable. Ces dé-ubiquitinases sont 
donc responsables, entre autres, du maintien de la concentration de molécules 
monomériques d’ubiquitine dans la cellule. Tout comme la mécanique qui régit 
l’ubiquitination, les DUBs sont impliquées dans la régulation de plusieurs processus 
cellulaires (120, 129). Elles s’avèrent donc un complément de la machinerie 
d’ubiquitination. 
 
1.3.2 Relation de l’HSV-1 avec la machinerie d’ubiquitination 
 
 La machinerie d’ubiquitination et l’ubiquitine sont présentes dans toutes les 
cellules eucaryotes. Il n’est donc pas surprenant que cette machinerie soit utilisée par 
plusieurs virus, dont l’HSV-1, lors de leur cycle d’infection. L’HSV-1, en plus de 
prendre d’assaut ce réseau d’ubiquitination, imite quelques enzymes clés de cette 
machinerie. ICP0 et UL36, deux protéines virales, sont des acteurs d’une grande 
importance en ce qui a trait à ce processus. 
ICP0 est une protéine tégumentaire multifonctionnelle importante pour la 
transcription des gènes viraux, pendant la réactivation des virus en latence et lors de 
la réorganisation des sites nucléaires ND10  (25, 71, 102). Plus directement en lien 
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avec la machinerie d’ubiquitination, cette protéine virale possède deux domaines qui 
présentent une activité E3 ubiquitine ligase (41, 42). Cette activité induit l’auto-
ubiquitination d’ICP0 et sa dégradation via le protéasome. Cependant, ICP0 interagit 
très fortement avec une dé-ubiquitinase cellulaire appelée USP7. Elle va également 
l’ubiquitiner et provoquer sa dégradation. Cela va créer une synergie entre ces deux 
partenaires, un jeu d’ubiquitination/dé-ubiquitination, et ainsi provoquer une 
stabilisation et une régulation de la quantité des ces protéines présentes dans la 
cellule au cours d’une infection  (7). Le rôle d’ICP0 ne se limite pas à ce seul 
exemple. Cette protéine présente également la capacité d’interagir avec différentes 
ubiquitin-conjugating enzymes (E2), dont UbcH3, UbcH5a et UbcH6 (41, 42, 119). Il 
lui est donc possible de provoquer sa propre ubiquitination et sa propre dégradation 
ainsi que celle d’une panoplie de protéines cellulaires et virales. 
 La seconde protéine virale UL36, une protéine tégumentaire, possède aussi 
une activité reliée à la machinerie d’ubiquitination. Tout comme ICP0, UL36 est 
responsable de plusieurs processus lors du cycle d’infection virale. Elle est impliquée 
dans le transport rétrograde et antérograde des capsides virales le long des 
microtubules, dans l’injection de l’ADN viral dans le noyau et participe à 
l’assemblage de la couche tégumentaire (52, 69, 76, 77, 130). En ce qui a trait à la 
machinerie d’ubiquitination, UL36 possède en son extrémité N-terminale une activité 
dé-ubiquitinase qui est aussi conservée dans la famille Herpèsviridea (40, 53, 104). 
Les cibles protéines-ubiquitines de cette activité dé-ubiquitinase ne sont pas encore 
connues, mais la délétion de ce domaine provoque un ralentissement et une baisse de 
la production virale. (63) 
 Une étude récente en protéomique effectuée sur des virions extracellulaires 
hautement purifiés a aussi mis en lumière différents liens avec la machinerie 
d’ubiquitination. Il a été démontré que les virus matures possèdent en eux ICP0, 
UL36, de l’ubiquitine libre et une ubiquitin-conjugating enzyme (E2) cellulaire, 
UbcH7 (68). Le rôle de ces molécules présentes au sein du virus n’est pas connu, 
mais il existe inévitablement un lien direct avec la machinerie d’ubiquitination. 
 Dans une cellule infectée, plusieurs protéines virales sont ubiquitinées. C’est 
le cas de UL6, la protéine constituant le portal de la capside, de UL9, la protéine de 
liaison à l’origine de réplication de l’ADN viral, de US9, une protéine tégumentaire 
impliquée dans la dégradation de protéines via le protéasome, ainsi que de ICP0 
mentionnée précédemment. Il est clair que cette modification post-traductionnelle 
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permet de contrôler la quantité de protéines virales présente dans la cellule, de 
faciliter des interactions protéine-protéine, de promouvoir le transport intracellulaire, 
etc. Ceci suggère que l’ubiquitination de protéines virales est nécessaire et 
importante durant une infection et semble être impliquée dans une multitude d’étapes 
du cycle viral (7, 9, 11, 23). Cependant, la présence de ces protéines au sein du virus 
extracellulaire mature n’a pas encore été élucidée. 
 La machinerie d’ubiquitination est d’une importance capitale dans les cellules 
eucaryotes. Puisque plusieurs virus tels que l’HSV-1 utilisent cette machinerie, 
celle-ci doit nécessairement être importante au sein du cycle viral. 
 
 2 Article : La protéine majeure de la capside de l’HSV-1 est ubiquitinée 
 
2.1 Objectifs 
 
 Un lien étroit entre la machinerie d’ubiquitination et l’HSV-1 existe. Notre 
objectif est d’étudier le rôle que joue l’ubiquitination pour l’HSV-1. Puisqu’il existe 
des protéines virales qui imitent certaine enzymes impliquées dans les processus 
d’ubiquitination et que les virus matures possèdent de l’ubiquitine libre et des 
enzymes d’ubiquitination, il est d’un grand intérêt de connaître et de comprendre : i) 
si les enzymes d’ubiquitination présentes dans le virus sont fonctionnelles, ii) si elles 
jouent un rôle dans le cycle viral et iii) quelles protéines virales présentes au sein du 
virus sont ubiquitinées et leurs rôles potentiels dans le cycle de réplication virale. Le 
premier aspect qui sera étudié et qui représente la ligne directrice du présent mémoire 
est l’identification des protéines virales ubiquitinées dans les virus matures ainsi que 
leurs rôles potentiels. 
 
2.2 Note sur le texte 
 
Ce chapitre reproduit le texte intégral de l’article intitulé Major HSV-1 capsid 
protein VP5 is ubiquitinated in the virion, par Pascal Raymond et Roger Lippé. Cet 
article a été soumis à la revue Journal of virology. Quelques modifications au niveau 
de la forme de l’article ont été apportées afin de mieux intégrer ce manuscrit à 
l’ensemble du mémoire. 
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2.3 Abstract 
 
 Ubiquitination is an omnipresent process that plays a central role in 
proteasomal degradation and a plethora of cellular functions. Not surprisingly, 
viruses have evolved to tap into this machinery. Hence the HSV-1 genome codes for 
an E3 ubiquitin ligase (ICP0) as well as a deubiquitinase (UL36). Moreover, various 
HSV-1 proteins are subject to ubiquitination and/or are regulated by ubiquitin, while 
many cellular proteins are targeted for proteasomal degradation during an infection. 
Inhibition of the proteasome with MG132, a drug that also depletes free cytosolic 
ubiquitin, hinders HSV-1 delivery to the nucleus upon entry and alters the function 
and intracellular shuttling of some viral proteins. Finally, we recently identified 
ubiquitin related components in mature virions, suggesting ubiquitination may play a 
role within assembled virions. The present data take this one step further and show 
that the major HSV-1 capsid protein VP5 is an ubiquitinated substrate in those 
virions. Interestingly, VP5 protein levels were insensitive to MG132, indicating VP5 
ubiquitination did not simply target the protein for degradation. Surprisingly, both 
cytosolic and nuclear VP5 were ubiquitinated while addition of MG132 after viral 
replication did not perturb capsid assembly or egress. A more detailed 
characterization of VP5 revealed that the bulk of the protein is mono-ubiquitinated. 
Finally, mass spectrometry revealed a potential differential ubiquitination status at 
lysines 810 and 1275 in cytosolic and virion associated VP5.  
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2.4 Introduction 
 
Ubiquitin is a eukaryotic 8.5 kDa protein that is post-translationally added to 
select target proteins via a covalent bond between its terminal glycine and a lysine 
residue on the target protein (43). Free cytosolic ubiquitin is transferred onto its 
target by a complex apparatus that sequentially puts into play a unique E1 ubiquitin 
activating enzyme called UBE1 or UBA in mammals, an E2 conjugating enzyme 
(20-30 different E2 in mammals) and one of an estimated 500-600 mammalian E3 
ligases (29). While addition of a single ubiquitin residue leads to mono-
ubiquitination, the additional attachment of a ubiquitin chain to one of the seven 
lysines present on ubiquitin itself (amino acids 6, 11, 27, 29, 33, 48, 63) results in 
poly-ubiquitination. These ubiquitination events are important as they modulate the 
function of many proteins and cellular processes, including protein degradation, cell 
cycle, differentiation, intracellular transport, immune responses, DNA repair, 
chromatin structure and apoptosis (21, 25, 44, 51).  
Given the pleiotropic roles of ubiquitination, many viruses have evolved to 
exploit it. However, the exact means by which they use this machinery is only now 
been unraveled. For instance, the Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) genome 
codes for the two ubiquitin related proteins ICP0 and UL36. ICP0 is a multifunctional 
tegument protein essential for viral gene activation, latency and reorganization of 
ND10 nuclear sites (17, 18, 38). ICP0 incorporates two distinct E3 ubiquitin ligase 
domains (5, 23, 55). While auto-ubiquitination leads to ICP0 degradation, its 
interaction with the host USP7 deubiquitinase dampens this outcome. Conversely, 
USP7 is a substrate of the ICP0, hinting at a reciprocal modulation (3, 8). ICP0 also 
functionally interacts, at least in vitro, with the UbcH3, 5a and H6 E2 conjugating 
enzymes (5, 22). On the other hand, UL36 is a large tegument protein whose amino 
terminus contains a deubiquitin activity that is conserved among other herpesviruses 
(19, 31, 48). Similar to ICP0, UL36 is involved in numerous aspects of the viral life 
cycle, including delivery of the viral genome into the nucleus, transport along 
microtubules, bridging the capsid with the teguments and viral egress (14, 28, 32, 40, 
50). In addition to ICP0 and UL36, a recent proteomic study has also highlighted the 
potential incorporation of free ubiquitin and the cellular ubiquitin E2 conjugating 
enzyme UbcH7 in mature virions (37). It is therefore clear that HSV-1 virions 
incorporate several ubiquitin players.  
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Aside from ICP0 and UL36, the importance of ubiquitination during the HSV-
1 infection is highlighted by various reports. Hence, the virus modulates through 
ubiquitination the activity of several host proteins, including CD83, NFKB, Cdc34, 
PML, Sp100, p53, CENP-A, DNA-PKCS and RNAP II (4, 9, 11, 15, 20, 22, 33, 35, 
36, 41, 55, 57). Conversely, several viral proteins are known ubiquitin substrates in 
the cell, including UL6, UL9, US9 and the aforementioned ICP0 (6-8, 16). HSV-2 
UL56 also binds to and increases the ubiquitination of Nedd4, an ubiquitin related 
molecule (54). Addition of MG132, a drug that blocks the degradation of 
polyubiquitinated proteins by the proteasome and thus prevents the recycling of free 
ubiquitin (2, 24, 39, 42, 49, 52), impairs an HSV-1 post entry step (12). Once the 
virus is in the nucleus, MG132 further prevents the late cytoplasmic relocalization of 
the critical ICP0 viral transactivator (30). Viral gene transactivation by the VP16 
viral protein also depends on an ubiquitination activity (47, 58). In addition, the UL36 
deubiquitinase appears to be essential for MDV growth and oncogenicity (27). 
Finally replication and transcription of the related human cytomegalovirus is 
inhibited by the drug (45). Altogether, these observations strongly hint at the active 
use of the ubiquitin machinery by HSV-1. 
Given the importance of ubiquitination for HSV-1 and the presence of 
ubiquitin enzymes in virions, the presence of ubiquitinated substrates in the 
assembled virus was evaluated to decipher the potential role of this machinery in the 
mature virus. The present study identified VP5, the major constituent of HSV-1 
capsid, as a significant ubiquitinated species in purified mature virions. These results 
were confirmed by Western blotting, immunoprecipitation and with HA tagged 
ubiquitin constructs. Treatment of infected cells with the MG132 proteasomal 
inhibitor suggested ubiquitination does not target VP5 for degradation and hence 
likely affects some other VP5 properties. However, the modification was not an 
obvious signal for VP5 transport or incorporation into the virion as VP5 was always 
found to be ubiquitinated.  In fact, the vast majority of the VP5 pool was similarly 
mono-ubiquitinated, with only 15% of VP5 not showing evidence of ubiquitination. 
Furthermore, capsid assembly and egress of newly assembled capsids were also 
unaltered by MG132. Finally, to understand the putative role of ubiquitin on VP5, 
mass spectrometry was performed to identify which residues might be ubiquitinated. 
This analysis revealed two potential ubiquitination sites at lysines 810 and 1275 on 
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virion associated VP5. Surprisingly, ubiquitination was only detected on lysine 1275 
on cytosolic VP5, suggesting a possible mechanism of regulation. 
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2.5 Materials and methods 
 
2.5.1 Cells and viruses. 
 
HeLa cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma 
Aldrich) supplemented with 10% fetal bovine serum (Medicorp), 2 mM L-glutamine, 
100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Invitrogen). Wild type HSV-1 
strain 17+ and HSV-1 K26 GFP viruses, provided respectively by Beate Sodeik and 
Phashant Desai, were propagated on BHK cells and titrated on Vero cells as before 
(37, 46, 53). All infections were usually done on sub-confluent cells at a multiplicity 
of infection (MOI) of 5, unless otherwise indicated. 
 
2.5.2 Antibodies. 
 
Anti-ICP5 is a monoclonal antibody (EastCost Bio) specific for the HSV-1 
major capsid protein VP5. The Remus polyclonal antibody, generously provided by 
Beate Sodeik, was raised against enriched capsids and thus recognizes multiple viral 
proteins including VP5 (37, 40). Mouse monoclonals against ubiquitin and 
hemagglutin were acquired from Santa Cruz biotechnology. A second unrelated 
rabbit polyclonal against ubiquitin was also used (Boston Biochem). A gamma actin 
specific antibody was purchased from Chemicon while a mouse monoclonal 
antibody directed against all forms of the RNA polymerase II was purchased from 
Fritzgerald. All primary antibodies were diluted 1:1000 and appropriate secondary 
antibodies coupled to HRPO were diluted 1:20,000 (Jackson ImmunoResearch). 
 
2.5.3 Transfection of HeLa cells with ubiquitin constructs. 
 
HeLa cells were transfected according to manufacturer’s instructions with 
lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) and plasmids (generous gifts from Ted 
Dawson and Eric Cohen) expressing either wt HA tagged ubiquitin (pRK5 HA-Ub), 
single point mutants (pRK5 HA-Ub K48R or K63R) or a ubiquitin variant with all its 
lysines mutated to arginines (pRK5 HA-Ub KO). Twenty four hours later, they were 
infected at a MOI of 5. Twenty four hours post infection (hpi), cells were harvested 
and VP5 immunoprecipitated as described below. 
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2.5.4 Cell lysates. 
 
Infected HeLa cells were washed once 24 hpi with ice cold PBS and 
harvested with a cell scraper in ice cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 
mM NaCl, 1% Nonident P-40, 1 mM EDTA, 10 mM NaF, and a cocktail of protease 
inhibitors (Sigma-Aldrich)). The lysates were clarified by centrifuging at 18,000 x g 
for 30 minutes at 4°C and the supernatant collected and stored at -80°C. 
 
2.5.5 In vitro nuclear egress assay and preparation of extranuclear capsids. 
 
The assay was performed as described elsewhere (46). Briefly, nuclei were 
purified from HeLa cells infected with HSV-1 and radiolabelled with 25 µCi/ml of 
3H thymidine (Perkin Elmer). These nuclei were then incubated for 6 hours in vitro 
with 2 mg/ml cytosol, an energy regenerating system (17.3 mM creatine phosphate, 
87 µg/ml creatine kinase, 2.17 mM adenosine triphosphate; Roche) and a nuclear 
buffer (20 mM Tris-Cl pH 7.4, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl and 1 mM dithiotreitol). 
Capsids released from the nuclei were separated from the nuclei over a 0.45 µm filter 
(Costar), treated with 500 u/ml of DNAse I (Roche) for  30 minutes at 37°C, TCA 
precipitated and quantified by liquid scintillation on a Packard 1900TR beta counter. 
For Western blot analyses, non radio-labelled capsids from the above 0.45 µm 
flowthrough were centrifuged at 18,000 x g for 1 hour, resuspended in 50 µl TNE 
buffer (0.5 M NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7.5) and loaded on SDS-PAGE 
gels. When indicated, a parallel nuclei preparation from uninfected cells served as 
control. 
 
2.5.6 Cytosol and extracellular virions. 
 
Cytosol was prepared as previously described (46). Briefly, uninfected HeLa 
cells were washed with PBS / 5 mM MgCl2 then mechanically broken in KEHM (50 
mM KCl, 10 mM EGTA, 50 mM Hepes pH 7.4, 2 mM MgCl2) supplemented with 1 
mM dithiothreitol and a cocktail of proteases inhibitors (Sigma-Aldrich). Intact cells 
and nuclei were removed by low speed centrifugation (800 x g) for 20 minutes. The 
supernatant was then centrifuged at 267,000 x g for 30 minutes. The resulting 
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cytosol, devoid of capsids and virions, was stored at -80oC. Extracellular virions 
were prepared as recently described (37). 
 
2.5.7 Immunoprecipitation of VP5. 
 
A two step procedure was used to first remove non specific contaminants then 
immunoprecipitate VP5. Hence, 1 mg of cytosol generated as above but prepared 
from infected cells at 8 hpi was incubated without antibody with 50 µl of protein G-
agarose beads (Roche) for 1 hour at 4°C with end-over-end rotation. These beads 
were then removed by brief centrifuge and replaced with 50 µl of fresh beads along 
with VP5 antibodies (20 μg/ml of anti ICP5 monoclonal or 1:50 dilution of the 
Remus polyclonal antibody). Following an overnight incubation at 4°C, the beads 
were harvested by centrifugation and the unbound proteins discarded. The beads 
were then washed twice with wash buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 500 mM NaCl, 
0.2% Nonident P-40, 1 mM EDTA, 10 mM NaF) and once with lysis buffer (see cell 
lysates). 2X sample buffer (100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% sodium dodecyl sulfate, 
0.2 % bromophenol blue, 20% glycerol, 4% β-mercaptoethanol) was added to the 
beads, the samples boiled for 10 minutes and the proteins loaded on 8% SDS-PAGE 
gels. For mass spectrometry, 5 mg of infected cell lysates, 250 µl beads and 20 μg/ml 
of ICP5 antibody were used. 
 
2.5.8 MG132 treatment. 
 
To test the impact of this proteasome inhibitor, 25 µM MG132 (12, 54) was 
added to the culture medium at different times post infections (as indicated in the 
figure legends). For the 0 hour time point, the drug was added 15 minutes prior to 
inoculation with the virus. When used in the in vitro nuclear egress assay, MG132 
was present throughout the full 6 hour duration of the assay. 
 
2.5.9 VP5 stability assay. 
 
To test if inhibition of the proteasome had an overall effect on VP5 protein 
levels, cells were infected at an MOI of 10 and MG132 added at 0, 3 and 6 hpi. At 10 
hpi, the cells were washed twice with ice cold PBS and harvested with a cell scraper 
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in lysis buffer. For each samples, 25 µg of total cell lysate was resolved on a 8% 
SDS-PAGE gel, transferred to a PVDF membrane and probed with ICP5, γ actin or 
RNAP II antibodies as described below. 
 
2.5.10 SDS-PAGE and Western blots. 
 
Naked cytoplasmic capsids produced in vitro (see above), highly purified 
extracellular virions, cell lysates and immunoprecipitation samples were mixed with 
sample buffer (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulfate, 0.1% 
bromophenol blue, 10% glycerol, and 2% β-mercaptoethanol), boiled for 10 minutes 
and migrated on 8% SDS-PAGE gels. After transfer to PVDF membranes, the 
samples were analysed probed by Western blots with the appropriate antibodies and 
revealed with West Pico (Pierce). Where indicated, the images were quantified with 
Image J version 1.40g using the integrated density tool. To evaluate the relative 
abundance of the two VP5 bands seen in sufficiently exposed gels, the sum of the 
two bands was set to 100%. To measure the impact of MG132 on protein levels, net 
relative values were calculated as follows: (Band of interest – background) / 
(corresponding actin band – background). 
 
2.5.11 Fluorescence microscopy. 
 
Cells were infected at an MOI of 5 with HSV-1 mutant K26GFP and viruses 
allowed to proliferate for 24 hours. MG132 treatments were done as indicated in the 
figure legends and as mentioned in materials and method section “MG132 
treatment”. At 24 hpi cells were washed twice with ice cold PBS and fixed on ice for 
30 minutes with a solution of 3% paraformaldehyde diluted in PBS. They were then 
neutralized with 50 mM NH4Cl for 30 minutes at room temperature. Cells were 
subsequently washed twice with PBS and once in ultrapure water and mounted on 
glass slides with Moviol containing 0.1 µg/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) to 
stain the nuclei. Fluorescence microscopy was performed with an Axiophot wide-
field fluorescence microscope (Zeiss). The images were processed with Adobe 
Photoshop. 
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2.5.12 Plaque assays. 
 
Plaque assays were performed using extracellular virions isolated from 10 cm 
dishes containing Hela cells infected with HSV-1 strain 17+ at an MOI of 3. MG132 
was added at 0, 4 or 8 hpi. At 20 hpi, the culture mediums were harvested and 
centrifuged at 300 x g for 5 minutes at 4°C to get rid of cells. The extracellular 
virions present in the supernatant were concentrated by centrifugation at 37 000 x g 
for 1 hour at 4°C and resuspended in 50 µl MNT buffer (30 mM MES, 100 mM 
NaCl and 20 mM Tris-HCl pH 7.4). Decimal dilutions of all samples were done and 
titrated using Vero cells cultured in 6 well dishes. 
 
2.5.13 Mass spectrometry. 
 
Following VP5 immunoprecipitations (see above), the samples were loaded 
on 8% SDS-PAGE gels and stained with Coomassie Brilliant Blue G (Sigma) and the 
150 kDa VP5 band excised by hand and trypsin treated by an automated protein 
digestion station (ProPrep, Perkin-Elmer). The material was subsequently injected in 
a capillary liquid chromatography system coupled with Q-Tof micro hybrid 
quadrupole time of flight mass spectrometer. The peptides were finally identified 
with the Mascot and Mascot Deamon search engines (Matrix science) against a 
human and a HSV-1 database. 
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2.6 Results 
 
2.6.1 Presence of ubiquitinated species in the virus. 
 
Mature virions incorporate a number of ubiquitin related enzymes (37). To 
quickly evaluate whether structural viral proteins may be ubiquitinated substrates, a 
polyclonal antibody raised against capsids was used to immunoprecipitate these viral 
proteins from a cell lysate (37, 40). Probing of this material with ubiquitin specific 
antibodies revealed multiple bands, consistent with the possible incorporation of 
ubiquitinated proteins in the virus (fig. 1). To more directly test this hypothesis, a 
highly purified mature extracellular virion preparation was generated by a protocol 
recently developed for mass spectrometry (37). Analysis of these virions by SDS-
PAGE and Western blotting once again detected several ubiquitinated bands (fig. 
2A). Note that the major band at around 60-65 kDa seen above was not observed, 
suggesting it is perhaps not a true viral component. In contrast, several ubiquitinated 
bands were enriched in the virions when comparing to cell lysates, confirming that 
several ubiquitinated substrates were indeed present in virions.  
Since the ubiquitinated proteins could be in any of the different viral layers 
(capsid, tegument, envelope), capsids were then analysed to see if they also contain 
ubiquitinated proteins. To circumvent the potential stripping of ubiquitinated proteins 
by detergents and/or salts, another recently developed assay, which reconstitutes in 
vitro the release of HSV-1 capsids from the nucleus was used (46). In this assay, 
capsids released from infected nuclei are exclusively naked and therefore without an 
envelope. Furthermore, none of the secondary teguments normally added in the 
cytoplasm is present onto these capsids, when produced in the presence of mock 
cytosol. This system was therefore perfectly suited to examine the presence of 
ubiquitinated substrates on this specific viral intermediate. Usually the infected 
nuclei are incubated in the test tube with energy and mock cytosol and the capsids 
released in vitro separated from the nuclei over a 0.45 µm filter. However for the 
purpose of this study, a more suitable approach was used to reduce the background of 
ubiquitinated proteins normally present in the cytosol. These cellular proteins would 
co-elute with the capsids in this assay and mask viral ubiquitinated proteins. Thus, 
the cytosol was replaced with BSA at an equivalent concentration. Under such 
conditions, egress is significantly hampered, but nonetheless possible (46). As 
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control, the assay was performed in parallel with nuclei isolated from uninfected 
cells to identify capsid specific ubiquitinated proteins. Western blot analysis of these 
samples with ubiquitin antibodies revealed a major high molecular band around 
150 kDa which was specific to the infected condition (fig. 2B). Thus one of the 
ubiquitinated bands in virions constituted an important component of capsids. Given 
its abundance in the capsids, this ubiquitinated substrate was further studied. 
 
2.6.2 Main immunoreactive band is VP5. 
 
Considering the size and abundance of the ubiquitinated band on the above 
capsids and virions, an obvious candidate was the major capsid protein VP5, also 
referred to as UL19 or ICP5. To specifically address this issue, capsids and mature 
extracellular virions were probed with a monoclonal antibody directed against VP5. 
As expected, the VP5 antibody proved specific (fig. 3; compare mock and HSV 
infected lanes) and confirmed the identity of the high molecular weight ubiquitinated 
band found on the capsids and virions. Moreover, reprobing of the blots with a 
second unrelated ubiquitin antibody confirmed VP5 ubiquitination status (data not 
shown).  
To independently test if VP5 is ubiquitinated, cells were transfected with an 
HA tagged ubiquitin construct, a cell lysate prepared, VP5 immunoprecipitated with 
anti-ICP5 and the protein analyzed by Western blotting with HA or VP5 antibodies. 
Figure 4 shows that VP5 was indeed tagged with the HA construct, confirming that 
VP5 was ubiquitinated. These results were also confirmed with the HSV-1 
polyclonal Remus antibody, which was raised against assembled capsids (40). Note 
the latter antibody proved more efficient than the ICP5 monoclonal to pull down 
VP5. The HSV-1 major capsid protein was thus ubiquitinated in assembled capsids 
and virions. 
 
2.6.3 Free cytosolic VP5 is also ubiquitinated. 
 
To evaluate whether VP5 ubiquination might be a signal for its incorporation 
in the virus, cytosolic VP5 was analysed. It is worth noting that the cytosol 
preparations were free of cells, nuclei, capsids, virions and even subcellular 
organelles as they were prepared at high speed centrifugation (267 000 x g) (46). 
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Cytosolic VP5 was thus immunoprecipitated with anti-ICP5 antibodies and probed 
for the presence of ubiquitin by Western blotting. Although the VP5 antibody did not 
efficiently bring down the viral protein, the anti-ubiquitin antibodies once again 
detected VP5, indicating that cytosolic VP5 was also ubiquitinated (fig. 5). This 
hinted VP5 ubiquitination may not be an obligatory signal for its incorporation into 
the capsid. 
 
2.6.4 Ubiquitination does not target VP5 for degradation. 
 
Poly-ubiquitination, particularly on lysine 48, often targets proteins for 
degradation by the proteasome (26). To examine if VP5 might be degraded by the 
proteasome, its protein level was evaluated in the presence and absence of the 
MG132 inhibitor, a drug that inhibits the proteasome (34). When added at the 
beginning of the infection and for the remainder of the infection, MG132 strongly 
reduced VP5 levels (fig. 6). However, this was anticipated and merely confirmed 
published reports that the drug prevents the delivery of the virus to the nucleus (12), 
hence preventing VP5 expression altogether. This was consequently good evidence 
the drug performed well. Similarly, addition of the drug at 3 hpi gave an intermediate 
level of VP5 expression. Most importantly, the level of VP5 upon the addition of 
MG132 at 6 hpi was nearly identical to the untreated sample. In fact the drug resulted 
in a modest increase of only 12% + 3 when the blots were quantified by Image J 
(values normalized to the levels of actin expression). In contrast, the level of RNA 
polymerase II, whose higher phosphorylated form is particularly targeted for 
proteasomal degradation by HSV-1 (11, 35), increased substantially when the drug 
was present sufficiently early during the infection (increase of 147% + 21 when 
MG132 was added at 6 hpi compared to no drug). To rule out VP5 was indeed 
degraded by the proteasome but quickly replenished by de novo protein expression, 
cycloheximide was added at 6 hpi, with or without MG132. Note that the same 
amount of VP5 could be detected in both samples. This confirmed that VP5 
ubiquitination did not target the protein for degradation by the proteasome. 
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2.6.5 Ubiquitination does not impact viral egress. 
 
Given the stable amounts of VP5 proteins in the presence of MG132, we 
sought to test whether ubiquitination might affect viral egress. Since inhibition of the 
proteasome depletes the free pool of ubiquitin in the cell as it can no longer be 
recycled (2, 24, 39, 42, 49, 52), MG132 is commonly used to not only probe the role 
of the proteasome but also ubiquitin dependence. To first evaluate if the drug alters 
nuclear egress, MG132 was first added to the in vitro nuclear egress assay. As shown 
in fig. 7A, the drug had no impact whatsoever on the release of the capsids, 
suggesting neither proteasomal activity nor ubiquitination were necessary for the 
capsids to traverse the two nuclear leaflets.  
To evaluate if egress could be hampered further down the road, cells were 
infected with K26GFP and monitored by fluorescence microscopy. In this HSV-1 
construct, the minor VP26 capsid protein has been tagged with GFP and manifests 
itself as punctuated structures only once incorporated into assembled capsids (10, 
13). Not surprisingly, addition of MG132 to K26GFP infected cells early in the 
infection strongly inhibited new capsid formation in the nucleus (fig. 7B). In 
contrast, more and more capsids were visible in the nucleus when the drug was added 
later on, indicating the capsids were normally assembled. By 6 hpi, the addition of 
MG132 had little impact on the egress of the virus as it could be detected throughout 
the cell to the same extent seen in the absence of drug. To further confirm this was 
the case, the extracellular release of the virus was monitored by plaque assays. Once 
again, MG132 only had an impact when added early before viral delivery in the 
nucleus (fig. 7C). These results inferred that VP5 expression, transport to the nucleus 
as well as capsid egress were all insensitive to MG132 once the virus reached the 
nucleus and initiated its replication. 
 
2.6.6 VP5 is mono-ubiquitinated. 
 
Thus far, all attempts to decipher the role of ubiquitination of VP5 failed. 
Hence, to better understand this process, VP5 ubiquitination was analysed in greater 
detail. Poly-ubiquitination leads to a typical protein ladder, indicative of multiple 
ubiquitination species. However, such ladders were never seen in our hands, strongly 
suggesting VP5 may be mono-ubiquitinated. In fact, upon sufficient exposure of the 
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blots, a faint non ubiquitinated lower band could be detected (fig. 3-6). 
Quantification by densitometry revealed that the lower band represented 15% of the 
total VP5 signal, with 85% of VP5 being ubiquitinated. Thus, the data are most 
consistent with mono-ubiquitination. 
To independently ascertain VP5 ubiquitination status, we used ubiquitin 
expression constructs that either code for wild type HA tagged ubiquitin, point 
mutants of the most commonly used lysines for poly-ubiquitination (K48R or K63R) 
or a construct (KO) where all poly-ubiquitination events are impossible due to the 
mutation of all seven lysines in ubiquitin. The rationale is that overexpression of wild 
type ubiquitin should favour the detection of poly-ubiquitination species (i.e. 
multiple VP5 bands). Furthermore, if poly-ubiquitination occurs, it should be 
prevented by mutating the lysine(s) involved. Consequently, cells were transfected 
for 24 hours with the various ubiquitin constructs, subsequently infected with HSV-1 
and VP5 immunoprecipitated from total cell lysates. For greater sensitivity, the more 
efficient Remus antibody was used to immunoprecipitate VP5 (see above). Analysis 
with a HA antibody revealed that all constructs, including the KO mutant, equally 
labelled VP5, with no evidence of a poly-ubiquitinated ladder (fig. 8). This 
confirmed that VP5 was most likely mono-ubiquitinated. 
 
2.6.7 VP5 has two putative ubiquitination sites. 
 
As mentioned above, ubiquitin is typically coupled to a protein via its 
carboxyl terminal glycine. Given the last three amino acids of ubiquitin are RGG 
(Swissprot # P62988), cleavage with trypsin at arginines and lysines not only cuts the 
ubiquitin in several fragments but also leaves a diagnostic diglycine signature on all 
ubiquitinated peptides (43). Thus, to confirm VP5 ubiquitination and to map where 
on VP5 ubiquitination occurs, VP5 was first immunoprecipitated with the ICP5 
monoclonal antibody from infected cell lysates, cut out from a SDS-PAGE gel, 
digested with trypsin and analysed by mass spectrometry. Sixty one individual 
peptides positively confirmed the presence of VP5 in the band (Table 1). These 
covered an extensive portion of the protein (43%) and all but the VP5 K236 residue. 
Interestingly, two characteristic diglycine signatures were found on VP5 at amino 
acids 810 and 1275. We also found evidence for diglycines at other positions, but 
this was not reproducible. When the more efficient Remus polyclonal antibody was 
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used to immunoprecipitate VP5, 133 peptides were detected by mass spectrometry 
and covered 83% of the protein. Once again, diglycine signature was detected on 
amino acids 810 and 1275.  
To evaluate if VP5 ubiquitination was different in various cellular 
compartments, VP5 was immunoprecipitated with the Remus antibody from cytosol, 
the nucleus as well as from purified virions solubilised with detergents. On average, 
140 peptides covered 85% of the VP5 in each sample and all confirmed the presence 
of diglycines at lysines 810 and 1275 on virions and in the nuclear extract (Table 1). 
In contrast, only lysine 1275 seemed ubiquitinated on cytosolic VP5, with no trace of 
ubiquitination at lysine 810. In all samples ubiquitin fragments were detected, 
confirming the nature of the modifications. Note that in most cases, a mixture of 
modified and unmodified peptides were detected, indicating the amino acids were 
not always ubiquitinated (data not shown). Given these results, we conclude that VP5 
is most likely ubiquitinated at positions 810 and 1275 in capsids and virions but that 
cytosolic VP5 is only modified at amino acid 1275. 
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Fig. 1 Infected cell lysate contain multiple viral ubiquitinated proteins. A cell 
lysate was prepared from HSV-1 infected cells as per materials and methods and 
immunoprecipitated with the Remus polyclonal raised against whole capsids. The 
proteins were then resolved by SDS-PAGE, transferred to PVDF and analysed with a 
monoclonal antibody against ubiquitin. The molecular weight standard is indicated to 
the left of the blot (kDa).  
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Fig. 2 Mature extracellular virions and in vitro extranuclear capsids are 
ubiquitinated.  A) Ten micrograms of highly purified virions were analysed by 
SDS-PAGE and probed by Western blot with ubiquitin specific antibodies. As 
controls, 25 µg of total cell lysates prepared from mock or infected HeLa cells were 
also loaded. Note the weak but reproducible ubiquitination signals in the lysates and 
purified virions. The arrows indicate virion specific bands. B) Capsids released in 
vitro from HSV-1 infected nuclei were probed for ubiquitination. Following a 
standard 6 hour incubation, all the capsids produced were separated from the nuclei 
and concentrated by high speed centrifugation. They were then loaded on a SDS-
PAGE gel, transferred to PVDF and analysed with a monoclonal antibody against 
ubiquitin. As control, mock nuclei isolated from uninfected cells were treated the 
same way in parallel. Note the presence of a single high molecular weigh band 
specific to the infected sample (arrow). The molecular weight marker (kDa) is 
indicated to the left of the figures. 
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Fig. 3 Immunoreactive band is VP5. (A) Purified virions (same blot as in figure 
2A) and (B) extranuclear capsids were reanalysed as in fig. 2 by SDS-PAGE and 
Western blotting. The blots were sequentially blotted with the monoclonal ubiquitin 
antibodies then stripped and reprobed with a monoclonal antibody directed against 
the major capsid protein VP5. 
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Fig. 4 HA tagged ubiquitin labels VP5. To verify the specificity of the ubiquitin 
antibodies, cells were transfected with a pRK5 HA-ubiquitin wild type construct and 
subsequently infected with HSV-1. VP5 was then immunoprecipitated from cell 
lysates with A) the VP5 monoclonal or B) the Remus polyclonal. All samples were 
then loaded on a SDS-PAGE gel and analysed by Western blotting with a VP5 or 
hemmaglutinin specific antibody. Controls included no antibody (left lane) and 
untransfected cells (center lane).  
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Fig. 5 Cytosolic VP5 is also ubiquitinated. Mock and infected cytosols were 
prepared and either directly loaded on 8% gels (25 µg per well) or 
immunoprecipitated with monoclonal antibodies against VP5 (αVP5 IP). The 
samples were finally probed by Western blotting with VP5 or ubiquitin antibodies 
(indicated to the left of the figure). -/+: presence or absence of VP5 antibody present 
during the immunoprecipitation. 
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Fig. 6 VP5 sensitivity to the proteasome inhibitor MG132. A) Twenty five 
micromolar of MG132 was added to HSV-1 infected cells at 0, 3 or 6 hpi and total 
cell lysates harvested at 10 hpi. As control, cells were incubated in the absence of 
drug. The lysates were then loaded (25 µg each) on a SDS-PAGE gel and transfered 
onto PVDF. The samples were finally probed by Western blot with antibodies 
against VP5 (top panel). As positive control, the level of RNA polymerase II was 
also probed with an antibody that recognized all forms of the protein (see stars; 
middle panel). Finally, γ actin was probed as loading control (bottom panel). B) 
Untreated (No drug) infected cells were harvested at 6 or 10 hpi to evaluate the 
normal levels of VP5. In parallel, cycloheximide (CH = 25 μg/ml) was added to the 
infected cells at 6 hpi, with or without MG132 (25 μM), and cells harvested at 
10 hpi. Cell lysates were treated for western bloting as in panel A). Note that in 
either experimental conditions VP5 protein levels were unaltered by MG132 when 
added after viral replication (> 6 hpi), but was completely inhibited when added at 
the beginning of the infection (0 hpi) or was partly reduced when added at 3 hpi. 
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Fig. 7 MG132 does not impact nuclear capsid egress and virion release from the 
cell. Egress of HSV-1 from the nucleus to the cell surface was evaluated by three 
different approaches. A) Nuclear egress assay. To quantify the impact of MG132 on 
capsid egress out of the nuclei, an in vitro assay that reconstitutes nuclear capsid 
egress was performed (see materials and methods). Twenty five micromolars of 
MG132, dissolved in 95% ethanol, was added directly to the assay for the entire 
duration of the assay (6 hours). Controls included an incubation without drug at 37°C 
with energy and cytosol (basal release of capsids), an incubation at 4°C with energy 
and cytosol (negative control) and an incubation at 37°C without energy and cytosol 
(negative control). Finally, ethanol was also added to rule out any impact of the 
MG132 solvent. Results were averaged from three independent experiments, each 
done in duplicates, and are represented as percentage of radiolabelled encapsidated 
viral DNA (see materials and methods). The error bars are the standard deviations 
from the means. B) Immunofluorescence. Cells were mock treated or infected with 
a GFP tagged HSV-1 virus. MG132 (25 µM) was then added to the cells at different 
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times post infection until 10 hpi. Samples were then fixed and processed for 
immunofluorescence. Green: HSV-1; Blue: nuclei stained with Hoechst. C) Plaque 
assays. Cells were infected with wild type HSV-1 and treated with MG132 (25 µM) 
at either 0, 4 or 8 hours post infection until harvested at 20 hpi. The extracellular 
medium was then collected and its viral content titrated by plaque assays. The results 
show the average of 2 independent experiments, each done in duplicates (means + 
standard errors). There was no statistically significance difference between the “No 
drug” and “8 hpi” samples (Student’s T test; p = 0,53). 
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Fig. 8 Incorporation of HA tag ubiquitin constructs by VP5. To examine the state 
of VP5 ubiquitination, cells were transfected for 24 hours with pRK5 HA-ubiquitin 
constructs (wt, K48R, K63R or KO) and subsequently infected with wild type HSV-
1. VP5 was then immunoprecipitated from cell lysates using the anti-HSV1 Remus 
polyclonal antibody, loaded on a SDS-PAGE gel and analysed by Western blotting 
with a VP5 monoclonal or hemmaglutinin specific antibody.  
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Table 1. Mass spectrometry analysis of immunoprecipitated VP5  
from various viral intermediates 
Samples Antibody (IP) 
No of VP5 
peptides 
found 
VP5 
coverage 
(%) 
Diglycine 
signature 
(position) 
Ubiquitin 
(+/-) 
Cell lysate ICP5 61 43 K810, K1275 + 
Cell lysate Remus 133 83 K810, K1275 + 
Infected 
cytosol Remus 128 82 K1275 + 
 
Nuclear 
extract  
 
Remus 145 90 K810, K1275 + 
Extracellular  
virions Remus 156 86 K810, K1275 + 
IP: Immunoprecipitation; +/-: presence or absence in samples 
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2.7 Discussion 
 
2.7.1 VP5 is ubiquitinated. 
 
The multiple interactions between HSV-1 and the cellular ubiquitin 
machinery prompted us to examine the potential ubiquitination of virion proteins. As 
anticipated, ubiquitinated proteins were found upon immunoprecipitation of viral 
proteins with the Remus polyclonal from cell lysates (fig. 1). More important, many 
ubiquitinated species were present in mature extracellular virions (fig. 2A). 
Moreover, a virus specific band was particularly evident on capsids freshly released 
from the nuclei (fig. 2B). Western blotting with two independent ubiquitin 
antibodies, two antibodies recognizing VP5, HA-ubiquitin constructs, 
immunoprecipitation and mass spectrometry confirmed this abundant protein was 
HSV-1 VP5, the main constituent of the viral capsid (fig. 3-4, Table 1). Further 
analysis showed this post-translational modification was not unique to VP5 
associated with capsids or virions, since cytosolic VP5 was also ubiquitinated (fig. 
5). Thus all forms of VP5 analysed were ubiquitinated.  
The results were unlikely an artefact of the approach as the majority of the 
VP5 residues were devoid of ubiquitin (there are 19 lysines in VP5). Unfortunately, 
it was not possible to evaluate the proportion of ubiquitinated VP5 with statistical 
certainty, as only a few peptides were found for each lysine. For this reason, it was 
also not possible to determine whether both lysine 810 and 1275 were modified as a 
pair or were mutually exclusive. Finally, it should be pointed out that among all 
samples analysed (684 peptides in total), a single ubiquitinated tryptic peptide 
spanning the VP5 lysine at position 1285 was found. Based on the sequence of VP5, 
one predicts a mere 10 amino acid tryptic fragment, which is likely too small for 
efficient detection by mass spectrometry. We therefore cannot formally exclude a 
third ubiquitination site. 
 
2.7.2 Putative role of VP5 modification. 
 
As previously mentioned, ubiquitination modulates many cellular functions, 
including proteasomal degradation. The latter outcome seems unlikely as inhibition 
of the proteasome had no impact on VP5 protein levels (fig. 6). Furthermore, the 
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single VP5 bands observed, indicative of mono-ubiquitination, are inconsistent with 
proteasomal degradation. Given the essential role of VP5 for the virus, it would also 
be counterintuitive. This implies that the VP5 post-translational modification may be 
desirable for the virus. Interestingly, Delboy and collegues (12) have shown that 
MG132 perturbs HSV-1 delivery to the nucleus at a post-entry step, but have not 
clarified how this occurs or whether this is related to VP5 at all. In that scenario, one 
potential role of VP5 ubiquitination could be during the interaction of the capsid with 
the nuclear pore (40), but this remains to be evaluated. MG132 also perturbs MCMV 
replication and transcription, a phenomenon the authors claim does not occur for 
HSV-1 under their experimental conditions (45). The reduced levels of VP5 
observed in the present study upon addition of MG132 after viral entry (>1 hpi), but 
before viral replication (< 6 hpi), could however underline a role for the proteasome 
and/or ubiquitin during HSV-1 replication or transcription (fig. 6, 7). Despite this, it 
seems unlikely to involve VP5. 
Other putative roles for VP5 ubiquitination may be its intracellular transport, 
the promotion of protein-protein interactions during capsid assembly, the regulation 
of viral egress and/or modulation of capsid re-envelopment. Attempts to address 
these various scenarios did not reveal so far a clear role for VP5 ubiquitination. 
Hence, ubiquitination was not an overt signal for VP5 incorporation into the capsid 
as all forms of VP5 examined were ubiquitinated (fig. 3-5). Similarly capsids were 
normally assembled and transported in the presence of MG132 (fig. 7). However, 
mass spectrometry revealed an interesting differential ubiquitination pattern for VP5 
(Table 1). Thus two putative ubiquitination sites at amino acids 810 and 1275 were 
found on VP5 isolated from nuclear extracts and mature extracellular virions, while 
only amino acid 1275 showed evidence for ubiquitination on cytosolic VP5. It is 
therefore tempting to speculate that that lysine 810 finely regulates some aspects of 
VP5 after all. Unfortunately, these are difficult issues to prove with certainty as a 
mixture of ubiquitinated and unmodified tryptic fragments were detected for the two 
lysines in VP5 (data not shown). Thus the exact function of VP5 ubiquitination 
remains a mystery for the moment. It is noteworthy that although the two VP5 
ubiquitination sites fall well outside the amino terminal region known to interact with 
the scaffold during capsid assembly (56), the first one (K810) is in the vicinity of a 
potential interaction loop with VP26 (1). Reconstitution of virions with VP5 mutants 
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will hopefully revolve this issue, but may prove difficult given the multiple VP5 
interactions. 
The present study shows convincing evidence that the HSV-1 major capsid 
protein VP5 is ubiquitinated at two potential sites. To our knowledge, this is the first 
report of a ubiquitinated substrate identified within herpes virions. It will be 
interesting to identify the other ubiquitinated substrates detected in this study (fig. 1-
2) and find out where in the cell VP5 ubiquitination occurs. Finally, it is critical to 
identify the functional relevance of VP5 ubiquitination. Altogether, this opens up 
exciting new research avenues that may prove most revealing. 
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 3 Discussion générale 
 
3.1 VP5 est ubiquitinée 
 
Les résultats présentés dans l’article soumis au Journal of virology, Major 
HSV-1 capsid protein VP5 is ubiquitinated in the virion, nous ont permis d’identifier 
une bande ubiquitinée détectée à environ 150 kDa et qui était présente dans les virus 
matures et les capsides extranucléaires. Une seule protéine virale possède ce poids 
moléculaire, c’est-à-dire la protéine majeure de la capside, VP5. Il était donc évident 
de tester par western blot VP5 afin de déterminer si elle correspondait à la bande de 
la protéine ubiquitinée unique présente dans les deux échantillons viraux, ce qui était 
le cas. De plus, il a été possible de confirmer ces résultats en immunoprécipitant VP5 
produite dans des cellules transfectées avec une construction HA-Ub et en 
spectrométrie de masse. Cela a permis de vérifier par western blot que VP5 possédait 
le tag HA et, par spectrométrie de masse, que certains peptides de VP5 possédaient 
une signature propre à l’ubiquitination d’une protéine (i.e. un tag Gly-Gly) (Figure 4 
et tableau 1 de l’article)  (66, 90). Ainsi, il a été démontré que VP5 est la protéine 
ubiquitinée présente à 150 kDa. 
 VP5 constitue le squelette de la capside en formant les pentons et hexons des 
capsomères et représente ainsi une protéine essentielle pour la réplication du virus; 
sans elle aucune capside n’est formée (18). La séquence en acides aminés (a.a.) de 
VP5 (Figure 15) révèle que celle-ci est constituée de 1374 acides aminés et qu’elle 
possède 17 lysines dont deux ont été identifiées par spectrométrie de masse comme 
étant des sites potentiels d’ubiquitination (K810 et K1275). En plus, elle possède un 
motif PPXY qui peut être impliqué dans des processus liés à la machinerie 
d’ubiquitination. Ce second sujet sera abordé dans la section traitant des perspectives 
d’avenir du présent projet.  
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Figure 15. Séquence d’acides aminés de VP5. Cercles turquoises : lysines dans VP5; 
Cercles oranges et rouges : lysines ubiquitinées identifiées dans VP5; Rectangle 
jaune : motif PPXY présent dans VP5. (Source de la séquence d’a.a. de VP5 : 
UniProtKB/Swiss-Prot : P06491) 
 
Pour être en mesure de déterminer rapidement si l’ubiquitination de VP5 cible 
cette protéine au protéasome pour être dégradée, le MG132 a été utilisé pour inhiber 
ce dernier. En principe, cette inhibition augmente la quantité de toute protéine 
normalement dégradée par cette voie (46, 62). Tel que démontré à la figure 6 de 
l’article, si des cellules infectées sont traitées au MG132 à un moment qui n’affecte 
plus la transcription et/ou la réplication de l’ADN viral, la quantité de VP5 présente 
dans la cellule reste inchangée. Donc, le type d’ubiquitination présent sur VP5 n’a 
pas pour fonction de marquer cette protéine pour la dégradation. Une autre 
observation permettant de déterminer si VP5 subit une monoubiquitination ou une 
polyubiquitination consiste à regarder le patron de VP5 en western blot. Si celui-ci 
démontre une échelle de VP5 de poids moléculaires différents, ceci serait cohérent 
avec une polyubiquitination puisque l’ajout de chaque ubiquitine augmenterait son 
poids de 8,5 kDa. Ainsi, aucune échelle de VP5 n’a été observée au cours des 
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différentes expériences, ce qui signifie qu’il s’agit vraisemblablement d’une 
monoubiquitination. 
 
3.2 Rôles de l’ubiquitine et mécanisme d’ubiquitination de VP5 
 
 Pour l’instant, le rôle de l’ubiquitination de VP5 est inconnu. Il a été 
démontré (figure 6 de l’article) que cette modification post-traductionnelle ne cible 
pas cette protéine virale au protéasome. Si l’ubiquitination de VP5 n’a pas pour 
fonction de la marquer dans le but de la dégrader, elle doit jouer un rôle dans le cycle 
viral et ainsi être nécessaire au virus. Dans le cytosol, cette protéine virale s’associe 
avec des chaperonnes virales (préVP22a et VP19C) pour être transportée au noyau 
où elle interagit avec elle-même et une multitude de protéines virales. Elle est 
importante pour le recrutement de plusieurs facteurs viraux pendant l’assemblage des 
capsides et directement ou indirectement impliquée dans l’encapsidation de l’ADN 
viral (4). Aussi, lors des étapes subséquentes de transport intranucléaire et 
cytoplasmique, plusieurs protéines tégumentaires interagiront avec la capside. Ceci 
permet aux capsides d’être transportées dans le noyau, de passer à travers les deux 
membranes nucléaires et permet également l’assemblage final de la couche 
tégumentaire dans le cytoplasme qui est nécessaire lors de l’enveloppement final au 
TGN (21, 32, 76, 77, 105, 107, 115). Il est clair que VP5 possède de multiples 
fonctions au sein du cycle viral. La contribution de l’ubiquitination de VP5 à ces 
mêmes fonctions pourrait donc avoir un effet à divers moments du cycle viral. 
 Un indice du rôle de l’ubiquitination de VP5 découle du fait que lors d’une 
infection, VP5, tout comme les autres protéines normalement synthétisées dans une 
cellule, est produite dans le cytosol. Ceci implique qu’elle peut être retrouvée 
« libre » ou assemblée en capside dans une cellule infectée. Pour examiner si VP5 est 
ubiquitinée lorsqu’elle est libre ou assemblée en capside et où cela se produit dans la 
cellule, nous avons procédé à l’analyse en spectrométrie de masse d’échantillons 
provenant de différentes sources. Ainsi, du cytosol purifié a été utilisé comme source 
de VP5 libre cytosolique, des capsides extranucléaires isolées comme source de VP5 
cytosolique assemblée en capside, un extrait nucléaire comme source de VP5 
nucléaire libre et assemblée en capside, des virus extracellulaires matures purifiés 
comme source de VP5 « mature » assemblée en capside et un lysat cellulaire total 
pour avoir un échantillon possédant toutes les formes confondues. Les résultats 
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obtenus (Tableau 1 de l’article) nous ont permis de déterminer que VP5 est 
ubiquitinée dans tous les échantillons analysés. Ainsi, cette protéine est 
probablement ubiquitinée rapidement à la suite de sa synthèse dans le cytosol. Par 
contre, dans l’échantillon de VP5 libre provenant du cytosol, seulement un site 
d’ubiquitination a été observé, en position K1275. Ceci suggère que des étapes 
d’ubiquitination séquentielles pourraient être impliquées dans la régulation de VP5 
lors du cycle de réplication virale. Il est donc possible que le second site 
d’ubiquitination soit nécessaire pour son transport au noyau, pour jouer un rôle dans 
l’assemblage des capsides et/ou promouvoir le transport de celles-ci. 
 Un second indice provient de l’examen de la séquence protéique de VP5 qui 
révèle que cette dernière possède un motif PPXY (Figure 15). Ce motif recrute 
certaines HECT ubiquitines ligases qui induisent l’ubiquitination des domaines Late 
des précurseurs Gag chez certains rétrovirus  (70, 79). Aussi, il a été récemment 
découvert que chez l’HSV-2, la protéine UL56 possède de tels motifs qui recrutent et 
stimulent l’ubiquitination de Nedd4, une E3 ubiquitine ligase cellulaire (117). Bien 
que ces observations aient été effectuées sur d’autres virus, elles pourraient être liées 
directement au mécanisme d’ubiquitination de VP5. Il est donc possible que VP5 
recrute une ubiquitine ligase à l’aide de son motif PPXY et provoque ainsi sa propre 
ubiquitination, ou bien, l’ubiquitination de partenaires avec lesquels elle interagit. 
Finalement, certains parallèles entre nos données et les rétrovirus sont forts 
intéressants et permettent d’émettre des hypothèses sur d’autres rôles que pourrait 
jouer l’ubiquitination de VP5. Il a été démontré qu’un mutant dominant négatif de 
Vps4 induit l’accumulation de capsides nues de HSV-1 dans le cytoplasme et affecte 
donc la relâche de nouvelles capsides virales hors de la cellule (13, 15). Vps4 est une 
protéine qui désassemble et recycle les complexes ESCRT, qui reconnaissent les 
protéines ubiquitinées et sont essentiels à la biogénèse des MVB. Ainsi, l’expression 
de la forme mutante de Vps4 induit une aberration dans la formation et le bon 
fonctionnement des MVB  (3). Chez les rétrovirus, cette machinerie est aussi 
largement exploitée pendant l’enveloppement et la relâche de virions. Par ailleurs, il 
a été démontré que l’ubiquitination des domaines Late des précurseurs Gag chez 
certains rétrovirus facilite l’interaction de Gag avec des composantes des ESCRT 
(70, 79). Finalement, certaines HECT ubiquitines ligases peuvent faire le pont entre 
les domaines Late qui contiennent des motifs PPXY et la machinerie des MVB. En 
ce sens, le motif PPXY présent dans VP5 pourrait lui attribuer des fonctions 
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semblables. Bien que le site d’enveloppement secondaire de l’HSV-1 soit 
principalement situé au TGN, il a été suggéré que cela peut aussi se produire au 
niveau des endosomes (27, 51, 78, 115). Alternativement, il se pourrait que 
l’ubiquitination de VP5 puisse provoquer la relocalisation aux sites de 
ré-enveloppement de certains constituants de la machinerie des MVB. L’utilisation 
de l’ubiquitine et de la machinerie des MVB par l’HSV-1 pourrait ainsi servir dans 
des interactions protéine-protéine permettant au virus de créer un site préférentiel de 
bourgeonnement. 
 
3.3 Autres protéines virales ubiquitinées 
 
 Au-delà de 80 protéines virales sont produites lors de l’infection, mais 
seulement environ la moitié d’entres elles sont retrouvées dans les virus 
extracellulaires matures  (32, 68). De la même manière, plusieurs protéines virales 
sont ubiquitinées lors de l’infection et seulement quelques-unes d’entre elles se 
retrouvent dans les virus matures (Comparer figure 1 et 2A de l’article). L’article 
suggère toutefois qu’il existe plusieurs protéines ubiquitinées présentes dans les virus 
extracellulaires purifiés (Figures 2A). Étonnamment, une seule de ces protéines 
ubiquitinées (VP5) a été retrouvée dans les capsides extranucléaires. Deux facteurs 
expliquent vraisemblablement cette différence. D’une part, toutes les glycoprotéines 
de l’enveloppe seront absentes dans les capsides extranucléaires. D’autres part, les 
capsides extranucléaires utilisées dans cette étude sont produites à partir d’un essai in 
vitro qui reconstitue la sortie des capsides virales du noyau (97). À des fins pratiques 
pour cette étude, le cytosol habituellement ajouté à l’essai a été remplacé par de la 
BSA puisque les protéines ubiquitinées cytosoliques auraient « contaminé » 
l’échantillon. Ainsi, le grand nombre de protéines ubiquitinées présentes dans le 
cytosol auraient pu masquer les « vrais » signaux des protéines virales ubiquitinées 
présentes dans les capsides extranucléaires. Toutefois, toute forme de tégumentation 
supplémentaire, pouvant avoir lieu hors du noyau, est impossible en présence de 
BSA. Puisque la majeure partie des téguments sont rajoutés dans le cytosol et 
pendant l’enveloppement secondaire, ces capsides virales extranucléaires sont 
dépourvues d’une grande quantité de protéines comparativement aux virus 
extracellulaires (32, 76, 115). Ceci pourrait donc expliquer en grande partie la 
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différence qui existe entre le profil des protéines ubiquitinées retrouvées dans les 
virus matures et celui des capsides extranucléaires. 
La protéine majeure de la capside de l’HSV-1, VP5, a été identifiée et est 
retrouvée dans les virus extracellulaires et dans les capsides extranucléaires. En lien 
avec les raisons mentionnées ci-dessus, il est fort probable que les autres protéines 
ubiquitinées retrouvées dans les virus extracellulaires fassent partie de la couche 
tégumentaire ou bien de l’enveloppe virale. Par contre, il est possible que d’autres 
constituants ubiquitinés faisant partie de la capside n’aient pas été détectés lors des 
Western blots dirigés contre l’ubiquitine. La détection de ces protéines par 
l’anticorps anti-ubiquitine peut être affectée par la quantité et le poids moléculaire 
des protéines recherchées ainsi que par le nombre d’ubiquitines qui leur sont 
ajoutées. Ceci pourrait expliquer que nous ayons facilement identifié VP5, car il 
s’agit d’une grosse protéine très abondante présente à environ 900 copies par capside 
(8, 18, 84). Il serait intéressant de faire la purification des protéines ubiquitinées 
présentes dans ces virus à l’aide d’une colonne d’affinité et ensuite de les identifier 
par spectrométrie de masse. 
 
3.4 Effet du MG-132 sur la transcription et la réplication virale 
 
 Le MG132 est un inhibiteur spécifique du protéasome (62). Il a été utilisé 
dans cette étude afin de déterminer s’il existe un lien entre l’ubiquitination de VP5 et 
la machinerie ubiquitine-protéasome. Nos données indiquent que l’ubiquitination de 
VP5 n’amène pas sa dégradation. Toutefois, le MG132 semble affecter la 
transcription et la réplication virale lorsque ajouté après l’entrée du virus (< 1-3 
h.p.i.) mais avant que la réplication de nouvelles capsides ait lieu (< 6-8 h.p.i.). Nous 
pouvons donc observer que la production de VP5 est fortement inhibée si le MG132 
est ajouté au début de l’infection ou à 3 h.p.i., mais qu’elle est normale si le MG132 
est ajouté après 6 h.p.i (Figure 6 de l’article). De plus, la synthèse de VP26 est 
affectée d’une façon quasi identique à celle de VP5 (Figure 7B de l’article). 
Finalement, pratiquement aucun virus infectieux n’est produit si le MG132 est ajouté 
à 0 et 4 h.p.i. (Figure 7C de l’article). Ceci n’est pas surprenant puisqu’il est connu 
que l’ajout de MG132 affecte l’HSV-1 au tout début de l’infection (< 1 h.p.i.) en 
empêchant le virus de se rendre au noyau pour y injecter son ADN (17). Des études 
effectuées sur le virus HCMV, un autre herpèsvirus, indiquent aussi que cette drogue 
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inhibe la réplication de l’ADN viral et l’assemblage de nouvelles capsides (93). Ceci 
s’explique possiblement par le dérèglement de plusieurs facteurs viraux et cellulaires 
qui sont normalement modulés par le protéasome au cours d’une infection pour que, 
par exemple, puisse avoir lieu le passage de la transcription des gènes α aux β puis 
aux γ. Si le MG132 est ajouté tard dans l’infection, plus particulièrement à la suite de 
l’assemblage des nouvelles capsides, la cascade d’expressions géniques ne devrait 
pas être affectée (Figure 7 de l’article). Toutefois, dans l’étude précédente avec les 
HCMV (93), les auteurs indiquent que sous leurs conditions expérimentales ils n’ont 
pas observé le même effet chez l’HSV-1, ce qui est contraire à ce que nous avons 
observé. D’autres études appuient pourtant les résultats que nous avons obtenus. 
Ainsi, une étude stipule que les inhibiteurs de protéasomes réduisent l’expression des 
protéines virales immediate early (α) et late (γ) de l’HSV-1 (60). Il est aussi rapporté 
dans la littérature que le type cellulaire et la MOI utilisés lors d’une infection 
affectent les résultats obtenus à la suite d’un traitement avec des inhibiteurs du 
protéasome (26). Ceci signifie que les conditions sous lesquelles sont effectuées les 
différentes expériences peuvent influencer grandement les résultats obtenus. En ce 
sens, il est possible que les différences rapportées par différents groupes quant aux 
effets du MG132 soient le résultat des conditions expérimentales utilisées. Puisque 
l’assemblage des nouvelles capsides d’HSV-1 est très actif entre 6 et 8 h.p.i., cela 
signifie que l’effet du MG132 est particulièrement marqué avant cette période et 
n’affecte pas la sortie du virus en employant des cellules Hela et une MOI élevée (5 
ou 10). Sous ces conditions, si le MG132 est ajouté avant l’assemblage des nouvelles 
capsides, la réplication virale est fortement affectée. 
 
3.5 Perspectives d’avenir 
 
 L’étude des protéines ubiquitinées dans les virus extracellulaires matures a 
révélé que la protéine majeure de la capside chez l’HSV-1 est mono-ubiquitinée à 
deux sites potentiels, soit sur ses lysines K810 et/ou K1275. Le rôle de cette 
modification post-traductionnelle n’est toutefois pas encore connu. Pour élucider 
cette énigme, des mutations devront être insérées dans le gène codant VP5, c’est-à-
dire UL19. En ce sens, les lysines de VP5 en position K810 et K1275 devront être 
mutées en arginine (soit une des deux mutations à la fois ou les deux en même 
temps). En substituant les lysines par des arginines, l’ubiquitination de VP5 sur ces 
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acides aminés deviendra alors impossible. Il importera alors de vérifier si 
l’ubiquitination est encore présente sur cette protéine. Ensuite, il sera important 
d’observer si les mutants ainsi créés auront un effet sur le cycle viral et, si oui, quelle 
étape sera affectée ; l’entrée, le transport, l’assemblage, la sortie, etc. L’effet sur le 
cycle viral pourra alors être évalué par diverses techniques (microscopie à 
fluorescence, électronique, essais de plaques, etc.). 
 Au-delà de l’ubiquitination de VP5 et du rôle possible que peut avoir cette 
modification post-traductionnelle, plusieurs autres protéines virales ubiquitinées ont 
été détectées dans les virus extracellulaires matures. Dans une cellule infectée, il a 
déjà été démontré qu’il existait quelques protéines virales qui étaient ubiquitinées. 
De ces protéines, notons UL6, UL9, US9 et ICP0 (7, 9, 11, 23). Les fonctions de ces 
protéines ont déjà été étudiées dans le contexte de l’infection, mais une question 
demeure; sont-elles incorporées sous forme ubiquitinée dans les virus matures? Il 
serait ainsi facile de déterminer par western blot si ces protéines correspondent à 
certaines des protéines virales ubiquitinées retrouvées dans les échantillons de virus 
extracellulaires hautement purifiés utilisés au cours de la présente étude (Figure 1 de 
l’article). Outre ces protéines, il serait intéressant d’identifier les autres protéines 
ubiquitinées présentent dans ces virus. Enfin, l’ubiquitination de ces protéines dans 
les virus jouent-elles un rôle directement au sein des virus et/ou jouent-elles un rôle 
durant l’entrée du virus dans une cellule? 
 Une autre avenue qui pourrait être intéressante serait de déterminer avec 
quelles protéines virales ou cellulaires ces protéines interagissent et co-localisent 
dans le contexte d’une transfection et d’une infection. Par exemple, VP5 doit 
obligatoirement interagir avec des facteurs qui provoquent son ubiquitination. Ainsi, 
cette protéine virale pourrait être transfectée dans des cellules non infectées et une 
co-immunoprécipitation pourrait alors être effectuée pour tenter de déterminer si elle 
interagit avec des protéines de la machinerie d’ubiquitination. De même, cette 
procédure pourrait être répétée dans le contexte d’une infection pour déterminer si 
elle est ubiquitinée par une protéine cellulaire ou virale. Les résultats obtenus 
pourraient ainsi permettre de mettre en lumière les partenaires qui régissent 
l’ubiquitination de ces protéines. Il serait aussi intéressant d’approfondir les 
connaissances de l’implication de la machinerie des MVB dans le cycle viral. À 
l’aide de techniques d’immunofluorescence, il serait possible d’évaluer si des 
constituants de cette machinerie sont relocalisés au site d’enveloppement final. 
 4 Conclusion 
 
 Les infections causées par l’HSV-1 sont d’une grande importance pour la 
population mondiale. Encore aujourd’hui, il n’existe aucun médicament ou vaccin 
capable d’éradiquer ou de prévenir les infections herpétiques. La progression des 
connaissances fondamentales sur ce virus est donc primordiale pour permettre le 
développement de stratégies thérapeutiques efficaces. 
 L’étude de l’HSV-1 passe par au moins deux concepts de taille, c’est-à-dire la 
compréhension du cycle de réplication virale et la caractérisation de la composition 
des virus matures infectieux. Au cours du cycle de réplication virale, l’HSV-1 utilise 
la machinerie d’ubiquitination de la cellule hôte et les virus matures extracellulaires 
possèdent des protéines liées directement à cette machinerie. Un lien étroit semble 
donc exister entre les processus d’ubiquitination de la cellule ainsi que le cycle viral 
et la composition des virus matures. Ces constatations nous ont mené à étudier le rôle 
que joue l’ubiquitination pour l’HSV-1. Nous avons donc entrepris l’identification 
des protéines virales ubiquitinées présentes au sein des virus matures ainsi que leurs 
rôles potentiels dans le cycle de réplication virale. 
 L’étude de la composition des protéines ubiquitinées présentes dans les virus 
extracellulaires a démontré qu’ils étaient constitués de quelques protéines 
ubiquitinées. Plus particulièrement, la protéine majeure de la capside de l’HSV-1, 
VP5, a été identifiée en tant que protéine ubiquitinée incorporée dans les virus 
matures extracellulaires. Il a également été conclu que cette protéine est 
potentiellement monoubiquitinée sur deux de ces 17 lysines, soit K810 et K1275. 
Cette découverte représente l’identification et l’incorporation d’une première 
protéine virale ubiquitinée présente au sein des virus matures extracellulaires de 
l’HSV-1. 
 Le rôle de cette modification post-traductionnelle dans le cycle viral a été 
étudié à l’aide d’une drogue inhibant le protéasome, le MG132. Il était déjà connu 
que cette drogue avait un effet au début du cycle viral, mais les étapes affectées 
n’avaient pas totalement été identifiées. Il a ainsi été conclu que l’inhibition du 
protéasome n’a aucun effet sur la sortie du virus à la suite de l’assemblage de 
nouvelles capsides virales, soit après environ sept heures d’infection, mais qu’il y 
avait un effet d’inhibition de la transcription et/ou de la réplication virale avant cette 
période. 
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 L’étude des protéines ubiquitinées présentes dans les virus matures 
extracellulaires est ainsi entamée. L’identification des autres protéines ubiquitinées 
retrouvées dans ces virus reste une question intéressante à résoudre et qui permettra 
une meilleure compréhension du rôle de l’ubiquitination chez l’HSV-1. La protéine 
majeure de la capside, VP5, a été identifiée en tant que protéine virale ubiquitinée 
présente dans ces virus mais, son rôle au sein du cycle viral n’a pas encore été établi. 
Puisque VP5 est potentiellement ubiquitinée sur deux de ses lysines, K810 et K1275, 
il sera très intéressant d’étudier les conséquences de la substitution de ces lysines par 
des arginines sur la réplication virale. Ces substitutions, en empêchant toute forme 
d’ubiquitination, permettraient l’étude du rôle de l’ubiquitination de VP5 dans le 
cycle viral. 
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